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Abstract (Deutsch)

Hintergrund: Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) ist definiert durch die Entgleisung des
Glucosestoffwechsels und assoziiert mit Adipositas und subklinischer Inflammation. Durch
hypokalorische Erndhrungsintervention konnte die Remission von T2DM in Abhangigkeit der
Erkrankungsdauer erreicht werden. Zeitlich begrenzte hypokalorische Erndahrung wird mit der
Vermittlung antiinflammatorischer Effekte in Verbindung gebracht.

Zielsetzung: Untersuchung der Auswirkungen einer dreimonatigen, hypokalorischen Formula-
diat (600-800 kcal/Tag) auf Anthropometrie, Stoffwechsel und Zellen des angeborenen Immun-
systems bei ProbandInnen mit T2DM.

Methoden: 39 von 41 ProbandInnen mit seit <4 oder >8 Jahren bestehendem T2DM schlossen
die Ernahrungsintervention erfolgreich ab. Visiten fanden zu Beginn, nach einer Woche sowie
nach Beendigung der Intervention statt. Zu diesen Zeitpunkten wurden Daten zur Anthropo-
metrie, Stoffwechselsituation und dem immunologischen Profil von Zellen des angeborenen
Immunsystems erhoben. Zur Identifikation von Faktoren, die den Interventionserfolg vorher-
sagen konnten, wurden multiple lineare Regressionsmodelle erstellt.

Ergebnisse: Nach Abschluss der Intervention erzielten 85 % der Studienteilnehmerinnen die
Diabetesremission (Niichternglucose <126 mg/dl und Hamoglobin Alc (HbAlc) <6,5 %). Die
Erfolgsaussicht auf das Erreichen nicht pathologischer Blutglucosewerte war in der Gruppe mit
Diabetesdauer >8 Jahren signifikant niedriger als in der Gruppe mit Diabetesdauer <4 Jahren
(Odds Ratio (OR) nach Haldane-Anscombe Korrektur = 0,05; 95 % - Konfidenzinterval (95 %-KI)
=0,00-0,92; p <0,05). Deutliche Verbesserungen der Anthropometrie, Stoffwechselsituation und
Inflammation konnten im gesamten Studienkollektiv nach Beendigung der Intervention
beobachtet werden. Beziiglich der Responsivitat, des Phdnotyps und Aktivierungsgrad von Zellen
des angeborenen Immunsystems sowie dem Genexpressionsprofil von peripheren Monozyten
konnten keine nennenswerten Veranderungen iliber die Zeit beobachtet werden. Ausgangswerte
des Glucosestoffwechsels, der Gewichtsverlust innerhalb der ersten Interventionswoche sowie
die Erkrankungsdauer erwiesen sich als potentielle Pradiktoren fiir den Erfolg der Intervention.

Konklusion: Durch hypokalorische Erndhrungsintervention ist die Remission des T2DM in
Abhéangigkeit der Erkrankungsdauer moglich. Aufgrund der unabhéngig des Remissionserfolges
verbesserten Anthropometrie, Stoffwechsellage und Inflammation stellt die hypokalorische
Erndhrungsintervention eine vielversprechende neue Therapieoption des T2DM auch fiir Betrof-
fene mit langerer Krankheitsgeschichte dar. Bestimmte Parameter konnen helfen, den Therapie-
erfolg bereits zu Beginn einzuschatzen. Monozyten des peripheren Blutes tragen nicht zur durch
die Intervention verbesserten Inflammation bei. In Zukunft sollten andere Kompartimente, wie
das subkutane Fettgewebe, diesbeziiglich untersucht werden.



Abstract (Englisch)

Background: Type two diabetes (T2DM) is defined by alterations in glucose metabolism and is
associated with obesity and subclinical inflammation. Remission of T2DM could be achieved by
hypocaloric dietary intervention and is dependent on the duration of the disease. Previous studies
have shown that temporary fasting can decrease inflammation markers.

Objective: To test the effect of a hypocaloric total diet replacement intervention on body
composition, metabolism and the inflammatory profile of innate immune cells in subjects
diagnosed with T2DM.

Methods: 39 of 41 subjects diagnosed with T2DM within <4 or >8 years before study enrollment
successfully underwent a three months total diet replacement intervention with formula diet
containing 600-800 kcal/day. Parameters of body composition, general- and immunometabolism
were obtained prior to the intervention, one week after the initiation and after completion of the
intervention. Multiple linear regression models were conducted to identify early factors
discriminating the intervention’s success.

Results: 85 % of study participants achieved diabetes remission (fasting glucose <126 mg/dl and
HbAlc <6.5 %) after completing the intervention. The odds of achieving non-pathological blood
glucose levels were significantly lower in the group with diabetes duration >8 years compared to
those with a diabetes duration <4 years (Odds ratio after Haldane-Ascombe correction = 0.05; 95
%-confidence interval = 0.00 - 0.92; p <0.05). As a result of the intervention, considerable
improvements could be observed in the subject’s body composition, metabolism and inflam-
matory status. Analysis of responsiveness, phenotype, activation and gene expression profile of
innate immune cells, particularly monocytes, did not reveal significant alterations over time.
Baseline assessment of glucose metabolism, weight loss after one week and time after the initial
diabetes diagnosis emerged as promising candidates to prediction of success of the intervention
upon enrollment.

Conclusion: Remission of T2DM by hypocaloric dietary intervention is possible but dependent on
the duration of the disease. Thus, hypocaloric dietary intervention proves to be a promising new
option for the T2DM therapy. Due to improvements in body composition, overall metabolism and
inflammation, even subjects with longer histories of disease who are less likely to achieve
remission benefit from the intervention. Certain early detectable parameters can be used to
evaluate the intervention’s success but should not be taken as sole decision criteria for or against
the intervention. Immune cells circulating in peripheral blood do not account for changes in
overall inflammation during the intervention. Hence, further investigations should focus on other
compartments such as subcutaneous fat tissues.



Einleitung

Diabeteserkrankungen und insbesondere T2DM stellen weltweit etwa 422 Millionen betroffene
Menschen vor erhebliche gesundheitliche Risiken und sind mit einer seit 1980 anndhernd
verdoppelten Privalenz eine rasant wachsende Gefahr fiir Gesundheitssysteme und Okonomien,
besonders in Lidndern des globalen Siidens [1]. Die Pravalenz von Diabeteserkrankungen
korreliert direkt mit dem Korpergewicht. Dies wird in eindriicklicher Weise durch die
epidemiologische Betrachtung von Gewicht und Diabetesprdvalenz innerhalb der kubanischen
Bevolkerung ersichtlich, welche durch 6konomische Prozesse getrieben zwischen 1980 und 2010
erst im Mittel an Gewicht verlor und spiter wieder zunahm, jeweils direkt gefolgt von
entsprechenden Trends der Diabetespravalenz [2].

Ein der breiten Aufmerksamkeit bisher wenig bekannter, konservativer sowie kurativer
Therapieansatz des T2DM besteht im Erreichen einer Remission der Erkrankung durch akute und
umfangreiche Gewichtsabnahme. Durch ihre barrierefreie und kostengiinstige Umsetzbarkeit halt
diese Therapieintention nicht nur in den angesprochenen, besonders herausgeforderten Landern
ein Hochstmaf? an Potential inne.

Die vorliegende Arbeit stellt die Durchfithrbarkeit der konservativen Diabetesremission unter
Beweis und bringt zudem Erkenntnisse aus der immunologischen Forschung zu lebensstil-
bedingten Erkrankungen in Bezug zur Pathophysiologie der Diabetesremission.

Es werden in den folgenden Abschnitten die Erkrankung T2DM, das Phidnomen der
Diabetesremission sowie die ihm zugrundeliegenden pathophysiologischen Ablaufe vorgestellt.
Besonderer Aufmerksamkeit soll hierbei der Rolle von Inflammation in der Pathogenese des
T2DM gelten, da diese grundlegend fiir die Entwicklung der Erkrankung ist.

Diabetes mellitus - Einblicke in Epidemiologie, Atiologie, Pathogenese, Klinik
und Therapie

In die Gruppe Diabetes mellitus sind mehrere Erkrankungen zu zdhlen, denen eine Stérung der
Glucosehomoostase gemein ist. Die grofien Vertreter dieser Gruppe sind der autoimmun
vermittelte Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM) und der mit Adipositas assoziierte T2DM. Auf den
T2DM entféllt dabei die weltweit hochste Inzidenz und Pravalenz innerhalb der Gruppe der
Diabeteserkrankungen. Berechnungen zufolge waren im Jahr 2017 ca. 60 Millionen Euro-
paderlnnen an T2DM erkrankt, wovon die Halfte nicht diagnostiziert wurde. Im Jahr 2045 sollen
weltweit mehr als 600 Millionen Menschen von der Erkrankung betroffen sein [1, 3]. Der
Manifestation eines T2DM liegt eine starke genetische Komponente zugrunde, dennoch stellt
Ubergewicht (stammbetonte Adipositas) den stirksten Risikofaktor fiir die Entwicklung eines
T2DM dar. Dies ist zumeist begriindet aus einer ungesunden Erndhrung mit positiver Energie-
bilanz in Kombination mit kérperlicher Inaktivitiat [1]. Ein T2DM wird klinisch meist erst im
spaten Krankheitsverlauf apparent. Dem vorgelagert ist oft eine lange und kontinuierliche
Verschlechterung der Gluceshomoostase. Diese ist gekennzeichnet durch eine erschwerte insulin-
vermittelte Glucoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebszellen (periphere Insulinresistenz),
welche primar durch eine gesteigerte Insulinsekretion aus pankreatischen 3-Zellen kompensiert
werden kann. Mit zunehmender Insulinresistenz und Erschépfung der (-Zellkapazitiat manifes-
tiert sich die Erkrankung unter anderem mit erhohten Blutglucosekonzentrationen, Leistungs-
minderung und Polyurie. Hypergklykdme Entgleisungen bis hin zum hypergklydmen (hyper-
osmolaren) Koma stellen akute Komplikationen des T2DM dar. Besonders Langzeit-
komplikationen stellen Betroffene vor ein grofdes Risiko. Hierzu zdhlen Erkrankungen mikro-
angiopathischer (wie diabetische Nephropathie, -Retinopathie oder -Neuropathie) und makro-
angiopathischer Genese (arterielle Verschlusserkrankungen wie koronare Herzerkrankung,



Schlaganfall oder periphere arterielle Verschlusserkrankung, aber auch Erkrankungen grofiter
Gefafde wie Aortenaneurysmata). Diese Komplikationen korrelieren mit der Erkankungsdauer
sowie der Blutzuckerkontrolle. Aktuelle Therapieempfehlungen orientieren sich an Blutzucker-
kontrolle und Begleiterkrankungen. Neben Lebensstilmodifikationen als Basisempfehlung kann
auf eine Palette oraler Antidiabetika (wie Metformin, SGLT2-Inhibitoren, Sulfonylharnstoffen und
weiteren), subkutan applizierbarer Medikamente (GLP-1-Analoga) sowie verschiedene Insuline
zurlickgegriffen werden. Die bariatrische Chirurgie mit dem Ziel einer verminderten Nahrungs-
aufnahme ist bei schwer adipdsen Patientlnnen mit T2DM als Therapieeskalation ebenfalls
moglich [4].

Eine neue, nichtmedikamentdse Therapieoption in Kkurativer Absicht stellt die Diabetes-
remission durch akute Energierestriktion dar, welche im folgenden Abschnitt vorgestellt wird.

Diabetesremission

Die Diagnose T2DM wird bislang zumeist als unumkehrbar betrachtet. Ein Blick in internationale
Richtlinien geniigt um die allgemeine Fokussierung auf Pharmakotherapie zur Blutzucker-
kontrolle zu demonstrieren. Im Gegensatz dazu steht das Phanomen der Diabetesremission,
welches bislang nur wenig Aufmerksamkeit erfahren hat [5]. Dies ist beachtlich, da die Diabetes-
remission als konservative sowie kurative Therapieoption einer durch lebenslange Medikament-
eneinnahme gekennzeichneten Erkrankungskontrolle entgegensteht. Nach aktuellem Konsensus
beschreibt die Diabetesremission die Riickkehr zu HbAlc-Werten <6,5 %, bei Personen mit
diagnostiziertem T2DM, gemessen frithestens 3 Monate nach Absetzen einer antidiabetischen
Medikation [6].

Bereits in den 1980er und -90er Jahren wurden erste Beobachtungen angestellt, die eine
langanhaltende Verbesserung der Stoffwechsellage bei PatientInnen mit nicht-insulinabhdngigem
Diabetes mellitus bis hin zur Remission der Erkrankung zeigen konnten. In diese Studien
eingeschlossene Patientlnnen litten zusatzlich zu ihrer Diabeteserkrankung an einer Adipositas
und durchliefen je nach Studiendesign eine konservative, didtetische Intervention oder erhielten
einen chirurgischen Eingriff mit dem Ziel der verminderten Nahrungsaufnahme. Diese Veran-
derungen der Stoffwechsellage sind primar im Feld der bariatrischen Chirurgie beschrieben und
wurden vor allem auf eine durch den chirurgischen Eingriff bedingte, verminderte Nahrungs-
aufnahme zurtickgefiihrt [7-9]. Unter bariatrischer Chirurgie werden operative Eingriffe verstan-
den, die die Nahrungsaufnahme der Empfiangerinnen herabsetzen sollen um so einen Gewichts-
verlust herbeizufithren [10].

Bedingt durch die Wahl des Operationsverfahrens ergeben sich unterschiedliche Erfolge in
Bezug auf die Diabetesremission, wodurch eine Diskussion iiber den Mechanismus der Diabetes-
remission entstand. So zeigte beispielsweise das Verfahren ,Roux-en-Y gastric bypass” fast
verdoppelte Erfolgsaussichten auf das Erreichen der Diabetesremission im Vergleich zum
Verfahren ,Laparoscopic gastric banding” [11]. Letztlich jedoch konnte die Gewichtsabnahme als
verfahrensunabhangiger pradiktiver Faktor fiir das Erreichen einer Diabetesremission identi-
fiziert werden [12, 13].

Signifikante Stoffwechselveranderungen in Richtung der nicht-diabetischen Stoffwechsel-
lage - nicht jedoch das Erreichen der Remission nach aktueller Definition - stellen sich bereits
durch eine moderate konservative Gewichtsabnahme, beispielweise 8 + 2 % des Kérpergewichts,
ein [14].

Die beobachtete schnelle Verbesserung der Stoffwechsellage nach chirurgischer Intervention,
welche bereits innerhalb der ersten Woche nach Operation eintritt, 1asst sich dagegen nicht allein
durch die Gewichtsabnahme erkliren, da sich die Anderungen bereits vor einer signifikanten
Gewichtsabnahme einstellen [15].



Lim et al. lieferten im Jahr 2011 einen entscheidenden Hinweis beziiglich dieser Frage, indem
sie darlegten, dass eine Diabetesremission auf konservativem, didtetischem Weg mithilfe einer
hypokalorischen Formuladidt (Energiegehalt: 600 kcal/Tag) moglich ist. Sie stellten somit die
akute Energierestriktion und Verlust von Fettgewebe in Pankreas und Leber in den Vordergrund.
Damit traten sie ebenfalls einer Diskussion liber die Bedeutung der bei verschiedenen Operations-
verfahren unterschiedlich stark verianderten Sekretion von Inkretin-Hormonen, wie dem
Glucagon-like-peptide-1, entgegen [16, 17].

Durch eine spater veroffentlichte Studie konnte aufgezeigt werden, dass der hier beobachtete
Verlust von pankreatischen Fettgewebe durch Gewichtsabnahme bei PatientInnen mit T2DM ein
pathognomonisches Phianomen ist und bei einer Vergleichsgruppe mit ungestorter Glucose-
toleranz nicht zu beobachten ist [18].

Es konnte allerdings erst kiirzlich systematisch nachgewiesen werden, dass sich aus der Art der
Erreichung der Remission eines T2DM durch entweder konservative oder invasive Gewichts-
abnahme keine klinisch relevanten Stoffwechselunterschiede ergeben [19].

Diese Studien lassen den Schluss zu, dass eine Diabetesremission auch durch konservative
Behandlung moglich ist. Somit konnte sie sich als realistisches Therapieziel fiir eine Vielzahl von
Menschen mit durch Adipositas bedingten T2DM erweisen, fiir die ein operativer Eingriff nicht
infrage kommt. Denn trotz der unbestreitbaren medizinischen Vorteile, die die bariatrischen
Chirurgie mit sich bringt, sind die Griinde gegen einen solchen Eingriff mannigfaltig. So sind
Infektionen, intraabdominale Blutungen, Anastomoseninsuffizienzen oder mechanische Ilei nur
Teile einer Liste an moglichen Komplikationen, die zu einer Reoperationsrate von 2-13 % je nach
Studie flihren [20, 21].

Dennoch bestehen noch einige Unklarheiten. Zum einen stellt sich die Frage, ob es sich bei der
Diabetesremission um ein langfristig andauerndes Phianomen handelt, das auch unter realis-
tischen und allgemeinen Versorgungsbedingungen erreichbar ist. Des Weiteren miissen
zugrundeliegende Mechanismen untersucht und mogliche pradiktive Faktoren identifiziert
werden, um Therapieerfolge einschiatzen zu konnen und die Intervention gezielt denjenigen
Menschen zu empfehlen, die am wahrscheinlichsten von ihr profitieren. Denn obwohl die meisten
Empfangerinnen die Intervention nach Beendigung als einfacher als erwartet einstuften, stellt sie
einen nicht zu vernachldssigenden psychischen Kraftakt fiir Teilnehmende dar und erfordert
langfristige Gewichtskontrolle [22]. Dies gilt es vor Beginn abzuwdagen.

Einige der genannten Aspekte konnten bereits aufgedeckt werden. In einer Studie wurde die
Dauer seit Feststellung der Diabetesdiagnose als den Erfolg der Diabetesremission diskriminie-
render Faktor identifiziert. In dieser Untersuchung lagen die Erfolgsaussichten auf das Erreichen
eines nicht-diabetischen Niichternglucoseniveaus bei Studienteilnehmerlnnen mit einer Diabe-
tesdauer <4 Jahre mit 87 % deutlich tiber den 50 % der Vergleichsgruppe mit >8 Jahren Diabetes-
dauer [23].

Ebenfalls konnte schon frith gezeigt werden, dass eine didtetisch erzielte Diabetesremission
liber mindestens ein halbes Jahr nach Beendigung der Intervention anhalten kann [24].

Die mit 306 Teilnehmerlnnen angelegte randomisierte, kontrollierte Interventionsstudie
,DiRECT" adressierte ebenfalls einige der genannten Fragen [25]. Ahnlich den Vorgingerstudien
erhielten Teilnehmerlnnen der Interventionsgruppe eine hypokalorische Formuladiat, mithilfe
derer sich bei 46 % dieser Gruppe eine Diabetesremission (hier HbAlc <6,5 % nach 12 Monaten)
einstellte. Innerhalb der Gruppe der StudienteilnehmerInnen mit erfolgreicher Diabetesremission
gab es einen positiven quantitativen Zusammenhang zwischen dem Grad der Gewichtsabnahme
und der Remission. So ergaben sich bis zu 86 % Diabetesremission bei Teilnehmenden mit einer
Gewichtsabnahme von 15 kg oder mehr. Dass die Studie an Praxen der Primédrversorgung in
Grofdbritannien durchgefiihrt wurde untermauert die Idee, derartige Erndhrungsinterventionen



grofd3flichig und niederschwellig anbieten zu kénnen [25]. Auch zwei Jahre nach Interventions-
beginn hielt die Diabetesremission bei 35,6 % der Interventionsgruppe und 64 % der Studien-
teilnehmerlnnen an, die im Rahmen der Intervention 10 kg oder mehr an Gewicht verloren [26].

Wichtig ist es hier hervorzuheben, dass Interventionen, wie die 12-wdchige hypokalorische
Formuladiat im Falle von ,DiRECT*, ausschlief3lich medizinisch supervidiert eingesetzt werden
diirfen und sie von einer sich anschliefdenden, strukturierten Wiedereinfithrung der normalen
Diat begleitet sein miissen [25, 27].

Detailliertere Aufschliisselungen der Interventionsgruppe ergaben als flir die Remission
notwendige Bedingung den Verlust von hepatischem- sowie pankreatischem Fettgewebe und als
notwendig, hinreichende Bedingung das Regenerationsvermégen der pankreatischen (3-Zellen.
Dies wurde durch die Fahigkeit zur Steigerung einer initial erniedrigten, schnellen Insulinantwort
definiert [28]. Erweist sich die Bedingung des Regenerationsvermogens der 3-Zellen als zutref-
fend und wird die Remission erzielt, ist eine iiber die Zeit graduelle Wiederherstellung der
normalen (3-Zellfunktion zu beobachten. So erreichten ProbandInnen mit erfolgreicher Remission
innerhalb eines Jahres eine maximale Insulinsekretion dhnlich der Kontrollpopulation und
konnten diese auch tiber das folgende Jahr aufrecht erhalten [29].

Non-Responderlnnen wiesen zu Beginn der Intervention eine im Vergleich langere
Diabetesdauer, hohere HbAlc Werte, eine verminderte Niichtern-Insulinausschiittung sowie eine
verminderte Alanin-Aminotransferase (ALT) im Serum auf [28]. Diese Resultate sind kongruent
mit in einer fritheren Studie identifizierten positiv pradiktiven Faktoren, namentlich einer relativ
erhohten Nichtern-Insulinausschiittung und einer durch die Ernahrungsintervention
normalisierten schnellen Insulinausschiittung bei ResponderInnen [24].

Die starkste Korrelation mit dem Erreichen einer Diabetesremission konnte bisher fiir die Hohe
des Gewichtsverlustes nachgewiesen werden [25, 26, 30]. Da diese naturgemaf3 nicht zu Beginn
der Intervention herangezogen werden kann, sollte die Verwendung des Begriffes ,pradiktiv" hier
nur im statistischen Sinne geschehen. Als bereits zu Beginn zu erhebende Faktoren mit
pradiktivem Vorhersagewert konnten jedoch die Anzahl der antidiabetischen Medikamente, die
Hohen von Triglyceriden (TAG) und Gamma-Glutamyltransferase (gGT) im Serum, sowie eine
bessere subjektive Lebensqualitit bzw. der verminderte Bedarf an stimmungsaufhellender
Medikation identifiziert werden. Die Aussagekraft dieser Baseline-Parameter war jedoch nicht
ausreichend, um eine Therapieentscheidung gegen den Beginn einer Erndhrungsintervention zur
Diabetesremission zu rechtfertigen [30].

Es kann folglich angenommen werden, dass die Remission eines manifesten T2DM durch schnelle
Gewichtsabnahme und unter den Bedingungen der Primarversorgung moglich ist [22-25]. Sie
stellt sich bei einem signifikanten Teil der Interventionsempfangerinnen ein und kann tiber einen
mindestens 2 Jahre andauernden Zeitraum erhalten bleiben [26]. Zugrundeliegende
Mechanismen wie die Regeneration der (3-Zellfunktion sind identifiziert und pradiktive Faktoren
wie die Hohe von TAG und gGT oder die subjektiv empfundene Lebensqualitit konnten
identifiziert werden [16, 28, 30]. Mit Ausnahme der Diabetesdauer hatten diese Praddiktoren
jedoch nur begrenzte Aussagekraft und stellen daher keine harten Entscheidungskriterien dar
[30].
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Die ,Twin Cycle Hypothesis“ - Das der Diabetesremission zugrundeliegende
pathophysiologische Erklarungsmodell

Viele der Kklinischen Studien zur Diabetesremission wurden zur Uberpriifung der im Jahr 2008
von R. Taylor postulierten Theorie ,twin cycle hypothesis“ konzipiert (Abbildung 1).

Die folgende Zusammenfassung des Modells, welches die pathophysiologischen Zusammenhange
von iibermafiiger, andauernder Energiezufuhr und der Manifestation von T2DM beschreibt,
geschieht in Adaptation der Publikationen [31-34].

Die ,twin cycle hypothesis“ basiert auf der Beobachtung, dass sich Leberfettgehalt besonders
drastisch durch Fasten reduzieren lasst und dies zeitgleich mit einer Verbesserung der hepa-
tischen Insulinsensitivitat sowie der Niichternglucose im Plasma einhergeht [14, 31]. Das Konzept
wird neben den Ergebnissen aus den im nachsten Abschnitt erlduterten klinischen Studien auch
durch aktuelle molekularbiologische Erkenntnisse gestiitzt, beispielsweise durch die Beschrei-
bung der Mechanismen hinter fettinduzierter hepatischer Insulinresistenz oder der Reversibilitat
fettinduzierter Dedifferenzierung pankreatischer (-Zellen [35-37].

Der Einstieg in den durch die ,twin cycle hypothesis“ beschriebenen Teufelskreis besteht in einer
den tiglichen Bedarf iibersteigenden Aufnahme von Kohlenhydraten. Solche iiberschiissig
zugefiihrten Kohlenhydrate unterlaufen in der Leber der De-novo-Lipogenese, wodurch Fett-
sduren entstehen, welche zum einen nach peripher exportiert werden und zum anderen in der
Leber selbst akkumulieren. Dieser metabolische Prozess unterliegt der Kontrolle des anabolen
Hormons Insulin und stellt eine physiologische Antwort auf positiv balancierte Kohlenhydrat-
zufuhr dar. Beschleunigt ist der Ablauf bei Personen mit peripherer Insulinresistenz zu beo-
bachten, bei denen subsequent erhohte (portalvenose) Insulin- und Glucosespiegel vorliegen.

Steigt der Leberfettgehalt infolge der Energiezufuhr iiber ein bestimmtes Mafd hinaus an,
entwickelt sich in den Hepatozyten eine Insulinresistenz mit der Folge des Wegfalls der Unter-
driickung der Gluconeogenese. Dies wiederum hat eine Anhebung des Blutglucosespiegels liber
normale Schwankungen hinaus zufolge. Es entwickelt sich somit ein sich selbst verstiarkender
Effekt, da das einer glucoseabhiangigen Ausschiittung unterliegende Insulin Hepatozyten im
beschriebenen Mafie stimuliert und der Leber gleichzeitig ein erh6htes Glucoseangebot vorliegt.

Waihrenddessen fiillen von der Leber in Form von Lipoproteinen exportierte Fettsduren die sub-
kutanen Speicher bis zu einer individuellen Kapazititsgrenze auf. Nach Erreichen dieser sammeln
sich die Fette auch in anderen Geweben an (ektope Fettablagerung). Ebenso im und um das
Pankreas, was zur Beeintrachtigung der glucoseabhangigen Insulinausschiittung und in der Folge
erhohten postprandialen Blutglucosespiegeln fiihrt. Dies wirkt sich im beschriebenen Mafie auf
die metabolischen Abldufe in der Leber aus und es etabliert sich ein sich selbst befeuerndes
System, welches eine Dedifferenzierung von 3-Zellen bewirkt und in der klinischen Manifestation
eines T2DM miinden kann.

Teil der Hypothese ist es, dass der Kreislauf durch Negativbilanzierung der Kohlenhydratzufuhr
durchbrochen werden konne. Sofern die -Zellen zu diesem Zeitpunkt noch keine irreversible
Schadigung erfahren haben, sei eine Riickkehr zur Ausgangssituation méglich. Dieser individuelle
Zeitpunkt konne auch nach erfolgter klinischer Manifestation der Diabeteserkrankung liegen.

11



Positive Kalorienbilanz

Periphere _:':,
Insulinresistenz
Y Hepatischer E S&kautabnes "
Leberfett 1 » Lipoprotein- enffen) fx\f‘é%e?lgp'

v
Ektope Lipid-
ansammlung
im Pankreas

\l export 1 Kapazitatsgrenze

Leber-

Zyklus Hepatische
Insulinresistenz 1

Postprandiale Insulin—
/ sekretion |

Basale Insulin-
sekretion T

A

Plasmaglucose T

Pancreas-

Zyklus

Postprandialer
Glucosespiegel T

Abbildung 1: Twin-cycle-hypothesis. In Anlehnung an [34].

Immunologische Aspekte der Pathogenese des T2DM

Grundziige des menschlichen Immunsystems und sterile Inflammation

Mit Zellen der adaptiven Immunantwort auf der einen und Zellen der angeborenen Immun-
antwort auf der anderen Seite, wird das menschliche Immunsystem durch zwei Sdulen getragen.
Wichtige Vertreter des evolutiv jiingeren, adaptiven Immunsystems sind T- und B-Zellen. Wie die
anderen Zellen des adaptiven Immunsystems entstammen sie lymphatischen Vorlauferzellen im
Knochenmark. In sekundar lymphatischen Organen werden T- und B-Zellen von antigenprasen-
tierenden Zellen des angeborenen Immunsystems mit Antigenen konfrontiert, und bilden durch
somatische Rekombination spezifische Rezeptoren aus. Die Immunantwort dieser Zellen ist
dadurch spezifisch gegen das prasentierte Antigen gerichtet [38].

Monozyten sind Vertreter des angeborenen Immunsystems und konnen ebenfalls Antigene
prasentieren. Wie Erythro- und Thrombozyten reifen Monozyten aus myeloischen Vorlaufer-
zellen im Knochenmark. Sie sind an der Aufrechterhaltung der Homdostase durch Sekretion von
Botenstoffen wie Cytokinen und Chemokinen, Eliminierung schadlicher Stoffe durch Phagozytose
oder Prasentation von Antigenen iiber den Haupthistokompatibilitdtskomplex Klasse 2 (MHC-II)
beteiligt. Monozyten stellen 5-10% der peripheren Leukozytenpopulation dar und kénnen nach
der relativen Oberflachenexpression des LPS-Corezeptors CD14 und des Rezeptors fiir Immun-
globulin G (FCyllI-Rezeptor) CD16 in Subpopulationen eingeteilt werden (Tabelle 1). Es gibt drei
antigenprasentierende MHC-II Molekiile, welche als HLA-DR, DP und DQ bezeichnet werden.
Diese werden unter anderem auf der Zelloberfliche von Monozyten exprimiert. Nach Phagozytose
und Lyse von Krankheitserregern konnen Monozyten beispielsweise iiber HLA-DR naiven CD4+
T-Zellen Fragmente dieser Erreger als Antigene prasentieren, was die naiven CD4+ T-Zellen bei
passendem T-Zell-Rezeptor aktiviert. Diese Antigenprasentation stellt den ersten von zwei
Schritten der T-Zell-Aktivierung dar und wird als Priming bezeichnet. Als weiterer Schritt fiir die
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Aktivierung der naiven CD4+ T-Zelle und damit Umwandlung in eine Effektorzelle wird die
Interaktion des CD28-Rezeptors auf der naiven CD4*+ T-Zelle und dem kostimulatorischen
B7-Komplex auf der antigenprasentierenden Zelle benétigt. Der B7-Komplex wird aus den beiden
Molekiilen CD80 und CD86 zusammengesetzt. Finden diese beiden Prozesse statt, kann die naive
CD4+ T-Zelle unter Einwirkung des lokalen Cytokinmilieaus in unterschiedliche T-Effektorzellen
differenzieren [38].

Dem angeborenen Immunsystem kommt eine Schliisselrolle in der akuten Erregerabwehr und
Vermittlung der adaptiven Immunantwort zuteil. Uber ,Pattern Recognition Receptors“ (PRRs),
zu denen die membranstandigen , Toll-like Receptors“ (TLRs) und zytosolischen ,,NOD-like Recep-
tors“ gehoren, identifizieren Monozyten und andere Zellen des angeborenen Immunsystems
potentiell pathogene Stimuli. Von diesen Rezeptoren detektierte Molekiile sind mit Erregern oder
Gewebsschadigung assoziiert und 16sen inflammatorische Kaskaden aus, die beispielsweise in der
Ausschiittung von Effektormolekiilen, Cytokinen und Chemokinen enden [39]. In letzter Zeit
héufen sich jedoch die Hinweise dafiir, dass einige dieser Rezeptoren ebenfalls durch Molekiile
aktiviert werden, die dem Organismus mit kohlenhydrat- und fettreicher Nahrung beigefiihrt
wurden. Beispiele fiir solche Molekiile sind freie Fettsduren, oxidiertes LDL oder
Cholesterolkristalle [40]. Diese von der Erndhrung getriggerte, ,sterile” Aktivierung von Zellen
des angeborenen Immunsystems steht in direktem Zusammenhang mit der subklinischen
Inflammation, wie sie bei vielen von Energieliberladung des Organismus gekennzeichneten
Erkrankungen wie Adipositas, T2DM oder Arteriosklerose vorliegt [40-43].

Makrophagen sind im Gewebe aktive Effektorzellen, die sich aus Monozyten entwickeln.
Wahrend der Embryonalperiode wandern Monozyten in verschiedene Gewebe ein und bilden
dort einen Pool gewebsspezifischer, residenter Makrophagen [38]. Makrophagen werden typisch-
erweise anhand ihres Aktivierungszustandes charakterisiert und eingeteilt in klassisch- (M1)
oder alternativ aktiviert (M2) [44]. Nach diesem Modell halten M1 differenzierte Makrophagen
antimikrobielle Eigenschaften wie die Sekretion von Effektormolekiilen oder proinflam-
matorischen Cytokinen wie IL-1f3, IL-6, TNF und IL-12 inne. Im Gegensatz dazu stehen M2 diffe-
renzierte Makrophagen, die immunsuppressive Faktoren wie IL-10, IL-1RA, TGF-f3 - oder Arginase
sezernieren [44, 45]. Die Einteilung in klassisch- und alternativ aktiviert stellt nur die beiden
Extreme eines Spektrums dar, sie ist in der Literatur jedoch sehr gebrauchlich und hilfreich im
Verstdndnis des inflammatorischen Geschehens bestimmter Gewebe [46].

In je nach Gewebe unterschiedlichem Mafde werden zirkulierende Monozyten durch Entziin-
dungsprozesse rekrutiert und migrieren daraufhin zum Ort des Geschehens. Dort differenzieren
sie zu Makrophagen und ergianzen den Pool der gewebsstiandigen Makrophagen. Diese Prozesse
sind bisher iiberwiegend im Mausmodell beschrieben. In diesem {ibernehmen inflammatorische
Ly6C+ Monozyten die Aufgabe der Migration in die Gewebe. Nach Migration differenzieren sie zu
M1-Makrophagen. Das humane Pendant zu Ly6C* Monozyten stellen CD14+ (klassisch aktivierte)
Monozyten dar. Sie halten inflammatorische und phagozytische Eigenschaften inne. Es existieren
daneben noch CD16+ (alternativ aktivierte) Monozyten, welche antivirale und patrouillierende
Aufgaben erfiillen (Tabelle 1). Das Mausmodell ist nicht eins zu eins auf den Menschen
tibertragbar, weist jedoch hinlangliche Parallelen auf [47].

Diese Uberlegungen und die im nichsten Abschnitt vorgestellten Erkenntnisse zu Monozyten und
Makrophagen im Kontext des T2DM stellen die Grundlage fiir unsere Untersuchungen an zirku-
lierenden Monozyten ( Methoden- und Ergebnisteil) dar. Dieser Zelltyp ist durch sein Vorkommen
im peripheren Blut mit hinnehmbarer Invasivitat erreichbar. Ein ganzheitlicheres Bild ergédbe sich
aus der Zusammenschau von Monozyten und residenten Makrophagen in Fett-, Leber- und

13



Pankreasgewebe. Im humanen System sind diese Zellen jedoch nur schwer zu isolieren und
analysieren.

Monozytensubtypen in Mensch und Maus

Oberflichen- Anteil

Spezies Subgruppe marker Monozyten Hauptaufgabe
Klassisch CD14+ ~ 85 % Phagozytose und
aktiviert CD16- Inflammation

Mensch Intermediar ((::]]))1112: ~5% Inflammation
Alternativ CD14+ ~10% Patrouille und
aktiviert CD16++ antivirale Effekte

Ly6C* Ly6C* ~ 60 % Phagozytos.e und
Inflammation
Maus -
Ly6C: Ly6C: ~ 40 % Patrouille und

Gewebsregenerierung

Tabelle 1: Monozyten und ihre Subtypen in Mensch und Maus, in Anlehnung an [47].

Monozyten und Makrophagen in Adipositas und T2DM

Viel Aufmerksamkeit in der Forschung zur Pathogenese des T2DM wurde bisher der Rolle der
Inflammation geschenkt. Hierbei zeichnet sich insbesondere fiir das angeborene Immunsystem
eine Schliisselposition in der Regulation der Homdostase des Pankreas ab [48, 49].

Wie elementar diese Verbindung ist zeigt sich beispielsweise darin, dass das Pankreas von
Mausen, die durch genetische Verdnderungen keine Makrophagen ausbilden, eine verdnderte
Organogenese durchliuft und die Tiere in der Folge eine verminderte (3-Zellmasse aufweisen [50].

Die Verbindung von angeborenem Immunsystem und Pankreashomdostase besteht auch beim
Menschen. So konnte gezeigt werden, dass das proinflammatorische Cytokin Interleukin (IL) -13
einen unabhangigen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines T2DM darstellt [51]. Hauptquelle von
IL-1 sind Monozyten und Makrophagen, beides Vertreter des angeborenen Immunsystems [52].
Eine klinische Studie an PatientInnen mit T2DM zeigte nach Blockade der Interaktion von IL-1f3
mit seinem Rezeptor IL-1R einen signifikant verminderten Anteil an glykiertem Himoglobin, dem
proinflammatorischen Cytokin IL-6, sowie C-reaktivem Protein (CRP) und eine erhéhte Sekretion
von C-Peptid. Diese Ergebnisse weisen auf eine verbesserte Glucosehomdéostase, verminderte
systemische Inflammation und wiedererlangte 3-Zellfunktion hin [53].

Histologische Untersuchungen an Pankreasgewebe von Organspendern mit T2DM oder T1DM
unterstreichen die Bedeutung des angeborenen Immunsystems in der Pathogenese des T2DM. So
kann anhand des vorherrschenden Immunzelltyps die Insulitis der beiden Erkrankungen unter-
schieden werden. Das Pankreasgewebe von Patientinnen mit T1DM lief3 sich in dieser Arbeit
durch ein erhohtes Aufkommen an T-Zellen charakterisieren, wahrend sich Makrophagen als der
dominierende Immunzelltyp bei PatientInnen mit T2ZDM erwiesen [54].

An T2DM leidende Menschen weisen meist einen erhohten Body Mass Index (BMI) auf, weshalb
die vorigen Erkenntnisse auch damit iibereinstimmen, dass signifikant mehr Makrophagen im
Fettgewebe von Personen mit BMI >30 kg/m? als bei Personen mit BMI <30 kg/m? gefunden
werden konnten [55].
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Zudem exprimieren fettgewebsresidente Makrophagen aus normalgewichtigen Mausen Gene,
die mit dem eher antiinflammatorischen M2-Phanotyp in Verbindung stehen. Fettgewebs-
residente Makrophagen aus adipdsen Mausen weisen jedoch im Genexpressionsprofil in Richtung
des proinflammatorischen M1-Phéanotyps [56]. Ebenfalls im Mausmodell inhibierten Makro-
phagen vom M1-Typ die insulinabhangige Aufnahme von Glucose in Fettzellen. Makrophagen vom
M2-Typ hingegen hielten diese Eigenschaft nicht inne [45].

Anpassungsfihigkeit von Zellen des angeborenen Immunsystems
Ein relativ neues Konzept ist das Verstidndnis von Zellen des angeborenen Immunsystems als

Trager eines immunologischen Gedachtnisses. Diese Funktion wurde bislang nur Vertretern des
adaptiven Immunsystems, wie B- und T-Zellen zugeschrieben. Das Phidnomen wurde 2011
erstmals unter dem Namen ,Trained Immunity“ beschrieben und bezeichnet einen langanhal-
tenden, hypo- oder hyperresponsiven Zustand in Zellen des angeborenen Immunsystems als
Antwort auf die Begegnung mit einem bestimmten Stimulus. Die Entwicklung dieser Gedédchtnis-
funktion ist mit Verschiebungen im zellularen Stoffwechsel verbunden, welche iiber epigenetische
Veranderungen, das heifd3t Histonmodifizierungen und veranderte RNA-Expressionsmuster, eine
verstarkte Transkription und Sekretion proinflammatorischer Cytokine und Effektormolekiile bei
Restimulation der Zelle bewirken [57-59].

Beispielsweise kann , Trained Immunity“ iiber die Stimulation zytosolischer ,NOD-like Recept-
ors“ in Monozyten oder Makrophagen vermittelt werden [60]. Die Aktivierung dieses Rezeptors
kann zum Aufbau des ,NOD-like receptor family pyrin domain-containing 3” (NLRP3)-Inflam-
masoms und folglich Freisetzung der proinflammatorischen Cytokine IL-1$ und IL-18 fiihren,
welche besondere Relevanz in der Entstehung von T2DM innehalten [61, 62]. Als Inflammasom
werden zytosolische Proteinkomplexe bezeichnet, welche sich erst nach Stimulation zusam-
menfiigen. Nach Aufbau des Inflammasoms wird durch Rekrutierung des Adpatptor-Proteins
,ASC“ das Protein ,Caspase 1“ aktiviert, welches durch seine proteolytische Aktivitit unter
anderem den Ubergang der Propeptide von IL-1f und IL-18 in ihre aktive Form katalysiert [63].

Es konnte gezeigt werden, dass ,Trained Immunity“ auch im Kontext nicht libertragbarer Er-
krankungen, wie T2DM, relevant ist [60, 64]. Die bei vielen dieser Erkrankungen vorliegende
(subklinische) Inflammation geht zu einem Grof3teil von Zellen des angeborenen Immunsystems
aus [40].

Im Mausmodell konnte ,Trained Immunity” durch hochkalorische, fettreiche Didt induziert
werden [60]. In Monozyten und deren Vorlauferzellen im Knochenmark waren in dieser Studie
epigenetische Verdnderungen in Richtung einer verstirkten Immunantwort und gesteigerten
Proliferation nachweisbar. Beachtenswerterweise konnten diese Verdnderungen nicht in Mausen
induziert werden, bei denen das NLRP3-Inflammasom genetisch ausgeknockt wurde. Dadurch
wird das NLRP3-Inflammasom weiter in den Fokus der Mediation erndhrungsbedingter Inflam-
mation gertickt [60].

Verschiedene didtassoziierte Metabolite niedrigen Molekulargewichts konnten bereits mit der
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Verbindung gebracht werden und einige sind im
Hinblick auf die diabetische Stoffwechsellage von besonderem Interesse. Hierzu gehdren unter
anderem die gesattigte Fettsdure Palmitinsdure, Ceramide aus fettgewebsstimmigen Makro-
phagen und Glucose [62, 65-67]. Damit im Einklang stehend konnte gezeigt werden, dass Fasten
bei adiposen Patientlnnen mit T2DM zu einer verminderten Expression des NLRP3-Inflam-
masoms und IL-1f3, sowie einer verbesserten Insulinsensitivitit und Glucosekontrolle fiihrt [68].

Die Induzierbarkeit eines proinflammatorischen Status durch westliche Erndhrungs-
gewohnheiten und die Reversibilitdt durch Fasten wirft die Frage auf, ob immunologische Akteure
in Bezug auf Erndhrung fiir den menschlichen Organismus allein schadliche Auswirkungen
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bereithalten, oder ob ihnen auch eine physiologische Bedeutung in der Aufrechterhaltung der
Homoostase inne steht.

In ebendiese Richtung weist eine Studie, die in Mausen erhohte IL-13 Werte als Antwort auf den
postprandialen Blutglucoseanstieg nachweisen konnte, wodurch wiederum die Insulin-
ausschiittung befordert wurde. Insulin beforderte daraufhin die Aufnahme von Glucose und
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in M1-differenzierten Makrophagen [66]. An diesem
Beispiel ist die Komplexitidt der Beziehung von Inflammation und Glucosestoffwechsel gut zu
beobachten. Die Begiinstigung der Insulinausschiittung durch IL-1f beschreibt einen die
Glucosehomoostase unterstiitzenden Prozess, dhnlich der Wirkweise von Inkretinhormonen.
Zeitgleich jedoch steigt durch die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auch die Gefahr der
Exazerbation eines proinflammatorischen Status. Eine eindimensionale Betrachtung von Inflam-
mation in der Pathogenese von lebensstilbedingten Erkrankungen erscheint nach Betrachtung
dieser Ergebnisse ungerechtfertigt.

Ebenfalls in Richtung einer physiologischen Verbindung der beiden Systeme weisen Ergebnisse
die zeigen, dass Fasten iiber den Ketonkdrper B-Hydroxybutyrat das NLRP3-Inflammasom
inhibiert und die Sekretion von IL-13 und IL-18 herabsetzt. Die Studie wurde in vivo an Mausen
und in vitro an humanen Makrophagen durchgefiihrt und konnte ebenfalls darlegen, dass
inflammatorisch differenzierte M1-Makrophagen weniger mit dem Ketosestoffwechsel in
Verbindung stehende Enzyme exprimieren, als ihre M2-differenzierten Artgenossen [69]. Dies
unterstreicht die Rolle des Fastens in der Orchestrierung von Makrophagendifferenzierung und
des inflammatorischen Status und ist daher im Vorfeld dieser Arbeit von grofier Bedeutung.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der Energiestoffwechsel einen starken
Einfluss auf die Zellen des angeborenen Immunsystems hat [51, 52, 55, 56]. Fiir den Organismus
dufdert sich diese Verbindung jedoch nicht einseitig als negativ, sondern stellt vielmehr eine
komplexe Beziehung mit regulatorischen Elementen dar [50, 66, 69]. Durch iibermafdige Nah-
rungszufuhr kann diese Beziehung aus dem Gleichgewicht gebracht werden und sich ein
proinflammatorischer Status etablieren, der die Entstehung von Erkrankungen wie T2DM be-
glinstigt [60, 64-67]. Gegenteilig konnen proinflammatorische Akteure durch Fasten reguliert
werden und so einem sich verschlimmernden proinflammatorischen Status Einhalt gebieten [68,
69].

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Zusammenschau von Ergebnissen aus immunologischen und klinischen Studien weist auf eine
enge Verbindung von Erndhrung, Inflammation und Manifestation von T2DM hin. Diese Verbin-
dung dient im physiologischen System der Erhaltung der Glucosehomdostase und befeuert unter
dem Einfluss tibermafiiger Energiezufuhr die Progression einer Diabeteserkrankung. Jedoch ist
dies nicht als Einbahnstrafe zu verstehen, da die Prozesse unter bestimmten Voraussetzungen
durch Energierestriktion reversibel sind.

Diabetesremission durch hypokalorische Didt wurde bisher nicht unter immunologischen
Gesichtspunkten untersucht und auch im der Remission zugrundeliegenden Erklarungsmodell
»twin cycle hypothesis“ spielen immunologische Aspekte keine Rolle. Angesichts der zentralen
Rolle, die inflammatorischen Prozessen in der Pathogenese des T2DM zukommt, ist es von heraus-
ragender Bedeutung, diesem Aspekt mehr Gewichtung zukommen zu lassen.

Wir zielen mit unserer Studie deshalb darauf ab, die immunologischen Verdnderungen bei
diatetisch herbeigefiihrter Diabetesremission besser zu verstehen und ihre Rolle bei der Media-
tion der Remission einzuordnen.
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Trotz der Aussicht auf kurative Therapie unter Verzicht auf die Risiken eines operativen
Eingriffes, bedingt die konservative Diabetesremission die strenge Einhaltung einer hypo-
kalorischen Diat liber mehrere Monate hinweg und kann fiir Interventionsempfiangerlnnen mit
nicht unerheblichem Strefd einhergehen. Um besser herausarbeiten zu kénnen, ob individuelle
PatientInnen diese Anstrengung auf sich nehmen sollten, halten wir es fiir besonders wichtig,
pradiktive Faktoren fiir den Therapieerfolg zu identifizieren.

Um dies zu bezwecken begleiteten wir ProbandInnen wahrend der Interventionsphase zum Er-
reichen der Diabetesremission (Methodenteil) und erhoben bei ihnen zu drei Zeitpunkten
klinische sowie immunologische Daten, die wir fiir anschlief}ende Analysen und Modellierungen
heranzogen (Abbildung 2, Seite 20).

Folgende Hypothesen sollen durch die vorliegende Arbeit untersucht werden:
Primére Hypothese
- Eine Diabetesremission durch hypokalorische Erndhrungsintervention ist grundsatzlich mo-
glich, jedoch abhangig von der Erkrankungsdauer.

Sekundare Hypothesen
- Den Erfolg der Diabetesremission vorhersagende Faktoren sind bereits zu Beginn oder im
frithen Verlauf der hypokalorischen Erndhrungsintervention erhebbar.
- Die durch die hypokalorische Erndhrungsintervention herbeigefiihrten Stoffwechsel-
verdnderungen wirken sich auf Funktionalitdt, Phdno- und Genotyp von Zellen des ange-
borenen Immunsystems, insbesondere Monozyten, aus.

Folgende Endpunkte wurden daher formuliert:
Primdrer Endpunkt
- Erreichen der Diabetesremission nach 215 kg Gewichtsverlust oder Abschluss der drei-
monatigen Erndhrungsintervention, definiert als HbAlc <6,5 % oder Niichternglucose <126
mg/dl.

Sekundare Endpunkte
- Identifikation von Faktoren, aus denen sich mogliche Vorhersagen iiber das Ausmafi der
Stoffwechselveranderungen durch die hypokalorische Erndhrungsintervention ableiten
lassen.
- Messbare Veranderungen der Reaktionsfihigkeit von Zellen des angeborenen Immun-
systems, deren Phdno- oder Genotyp im Rahmen der Diabetesremission.

Methoden

Studiendesign

FAIR (Fasting induced Immunometabolism and Remission of Diabetes) ist eine randomisierte,
kontrollierte Interventionsstudie, die den Erfolg der Diabetesremission durch hypokalorische
Didt von ProbandIinnen mit T2DM in Abhédngigkeit der Erkrankungsdauer (<4 Jahre nach
Erstdiagnose/>8 Jahre nach Erstdiagnose) untersucht. Im Rahmen der Studie werden Phanotyp
und Funktionalitdt, sowie das Transkriptom von Zellen des angeborenen Immunsystems vor,
wahrend und nach der Intervention untersucht. Hierzu werden Durchflusszytometrie,
Immunzellstimulation und (epi-) genetische Analysen durchgefiihrt. Die Studie wird an der
Charité - Universititsmedizin Berlin in Kooperation mit dem Institut fiir Angeborene Immunitat
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der Universitdt Bonn durchgefiihrt und von der "European Foundation for the Study of Diabetes"
(EFSD) finanziert.

Wahrend des Beobachtungszeitraums wurden zu drei Hauptvisiten Studiendaten erhoben (V1
zu Beginn der Intervention; V2 sieben Tage nach Interventionsbeginn, V3 drei Monate nach
Interventionsbeginn oder bei Erreichen von 15 kg Gewichtsverlust).

Die Erhebung von anthropometrischen Daten mittels Ganzkoérper-Bodyplethysmographie
(BodPod), der Mahlzeitentest (MTT) und die Bestimmung des HbAlc-Wertes fanden jeweils zu
Beginn (V1) und Ende (V3) des Beobachtungszeitraums statt. Alle weiteren Daten wurden zu allen
drei Zeitpunkten (V1, V2, V3) erhoben.

Die vorliegende Arbeit stellt die Analyse der ersten 41 Studienteilnehmerlnnen dar, von denen
Zwei die Studie vor Vollendigung abbrachen.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Charité Berlin am 12.05.2020
genehmigt (Auftragsnr.: EA4/019/20). Alle TeilnehmerInnen wurden iiber die Studie aufgeklart
und erteilten ihre schriftliche Einwilligung.

Studienpopulation

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Studienpopulation umfasst 41 Teilnehmerinnen (davon 2
Dropouts). Sie wurden zwischen August 2020 und Juli 2021 in der medizinischen Klinik fir
Endokrinologie und Stoffwechselmedizin der Charité - Universititsmedizin Berlin am Campus
Benjamin Franklin rekrutiert und stellen eine Teilmenge der zum aktuellen Zeitpunkt fort-
laufenden FAIR-Studie dar.

Eingeschlossen wurden Frauen und Manner mit T2DM, einem BMI zwischen 27-45 kg/m? und
der Bereitschaft, die Intervention in Form einer dreimonatigen hypokalorischen Formuladiat zu
durchlaufen. Ausschlusskriterien umfassten unter anderem eine bestehende Insulinpflichtigkeit,
bestimmte mit der Intervention nicht vereinbare Vorerkrankungen wie Leber- oder
konsumierende Erkrankungen, eine bereits stattgefundene Gewichtsabnahme von =5 kg in den
letzten drei Monaten vor Studienbeginn oder eine zum Studienzeitpunkt bestehende medika-
mentose Therapie mit Glucocorticoiden (Tabelle 2).

Um eine gleiche Verteilung iiber mégliche Confounder hinweg zu erhalten, wurden die Studien-
teilnehmerlnnen nach Geschlecht (m/w), Alter (<50/=50 Jahre), BMI(<30/230 kg/m?) und
Diabetesdauer (<4 / >8 Jahre) gematched in die Studie eingeschlossen.
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Ein- und Ausschlusskriterien der FAIR-Studie

EinschlussKkriterien

Ausschlusskriterien

Alter von 18-80 Jahren

Unvertraglichkeit gegen Bestandteile der
Formulanahrung

T2DM (Zeit seit Diagnose <4 v. >8 Jahre)

Konsumierende Erkrankungen

BMI 27-45 kg/m?

Bekannte Lebererkrankung (PSC, PBC,
Leberzirrhose)

Einwilligung in die Untersuchung mit

>3-fach erhohte Transaminasen unklarer

Bereitschaft zum Einhalten der

Ursach
Erndhrungsvorgaben rsache

Bestehende Krankenversicherung, damit im
Falle von Zufallsbefunden diese auch
abgeklart werden kénnen

Alkoholabusus oder Drogenkonsum

T1DM
Schwere Nieren- oder Herzerkrankung

Retinopathie

Essstorung

Schwangerschaft oder Stillzeit

Medikamentose Therapie mit Cortison oder
anderen Glucocorticoiden

Tabelle 2: Ein- und
Ausschlusskriterien der
FAIR-Studie

Gewichtsabnahme =5 kg in den letzten drei
Monaten

Intervention

Nach erfolgreichem Screening und Studieneinschluss begannen die StudienteilnehmerInnen die
Intervention im Anschluss an die Eingangsuntersuchung V1. Die Intervention bestand im voll-
standigen Ersatz der normalen Erndhrung durch eine hypokalorische Formuladiat, begleitet von
einer taglichen Ration nicht stiarkehaltigen Gemiises. Die Portionen wurden individuell so
berechnet, dass Frauen iiber den Tag verteilt 600 kcal und Manner 800 kcal zu sich nahmen.

Als Formulanahrung wurde entweder Hepafast® (Bodymed AG; Kirkel, Deutschland) oder Opti-
fast®-professional (Nestlé Health Science GmbH; Frankfurt am Main, Deutschland) gereicht,
jeweils so dosiert, dass sich der Energiegehalt nicht unterschied.

Um einen begleitenden Rahmen zu bieten wurden die ProbandInnen wahrend der Intervention
in regelmafiigen Abstinden telefonisch kontaktiert und konnten auf Wunsch die Studien-
ambulanz besuchen.

Nach Beendigung der Intervention erhielten die ProbandInnen eine supervidierte Wieder-
einfithrung ihrer normalen Diat.

Datenerhebung und -analyse

Die Studienvisiten wurden an der Hochschulambulanz der Klinik fiir Endokrinologie und
Stoffwechselmedizin der Charité am Campus Benjamin Franklin abgehalten. Laborraumlichkeiten
fiir am Visitentag stattfindende Untersuchungen wurden freundlicherweise von der Klinik fiir
Kardiologie der Charité am Campus Benjamin Franklin zur Verfiigung gestellt. Die spezifischen
Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) wurden in den klinikeigenen Laborraum-
lichkeiten am Campus Charité Mitte durchgefiihrt. Abschlief3ende Laborschritte wie die Messung
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der Cytokinkonzentrationen wurden in den Laboren unseres Studienpartners, dem Institut fiir
angeborene Immunologie der Universitdt Bonn, durchgefiihrt.

Ubersicht Datenerhebung

1. Anthropometrische Daten und

Parameter des Routinelabors
Regressionsanalysen zur Identifikation moglicher

2. Mahlzeitentest Darstell
anyzeientest Zur barstetiung Pradiktoren des Interventionserfolges

der hormonellen
Stoffwechselsituation (V1 & V3)

Klinisch

3. Cytokinantworten von Zellen des
angeborenen Immunsystems
nach TLR-Stimulation

4. Phanotypisierung von
Immunzellen und Bestimmung
ihres Aktivierungsgrades mittels
,Flourescence activated cell
sorting” (FACS)

5. Sequenzierung von RNA aus
peripheren Monozyten zur
Analyse des
Genexpressionsprofils

Immunologisch

Abbildung 2: Ubersicht der Strategie zur Datenerhebung

Wihrend und nach der Interventionsphase wurden bei den ProbandInnen 1.) anthropometrische Daten
und Parameter des Routinelabors sowie 2.) Daten zur hormonellen Stoffwechselsituation
(Mahlzeitentest) erhoben (1-2 = Klinische Parameter). Aus 1.) und 2.) wurden Regressionsanalysen zur
Identifikation méglicher, den Erfolg vorhersagender Faktoren erstellt. Es wurde 3.) die Cytokinantwort
nach TLR-Stimulation von Zellen des angeborenen Immunsystems gemessen, 4.) der Phdnotyp und
Aktivierungsgrad von Immunzellen mittels FACS bestimmt und 5.) die RNA von peripheren Monozyten
sequenziert und analysiert (3-5 = Imnmunologische Parameter).

Klinische Parameter
Wéhrend der Erhebung aller Kklinischen Parameter befanden sich die Probandinnen im

niichternen Zustand. Alle Blutentnahmen wurden von geschultem Studienpersonal unter
Verwendung des Vacuette®-Systems (Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen, Deutschland)
durchgefiihrt. Urinproben wurden von den Probandlnnen zum Zeitpunkt der Visite in der
Studienambulanz erbracht.

Anthropometrie

Die Messungen von Korpergrofde, Korpergewicht, Hiift- und Taillenumfang fanden an
entkleideten ProbandInnen statt. Wahrend der Messungen nahmen die Probandlnnen eine
entspannte Stehposition ein. Als Referenzmarke fiir die Messung des Hiiftumfangs dienten die
Trochanter majori. Der Taillenumfang wurde an der Halfte der Strecke zwischen kaudalen
zwolften Rippenrdndern und den Spinae iliacae anteriores superiores gemessen. Um maogliche

Messfehler zu vermeiden, wurden die von Hand gemessenen Parameter doppelt erhoben und bei
Abweichungen die Messung wiederholt. Der Taille-Hift-Quotient (WHR) wurde durch die

Division von Taillen- und Hiiftumfang errechnet. Fiir die Berechnung des BMI fand die Formel
BMI = Kopergewicht (kg)

Anwendung.
Korpergrofe (m)? g
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Anhand der Messung von Luftverdrangung mittels Bod Pod (BodPod®, Cosmed Inc; Concord,
USA) wurde die Korperzusammensetzung (Fettmasse und fettfreie Masse) zu V1 und V3 erhoben.
Die Korperzusammensetzung wurde zusatzlich zu allen drei Visiten mittels Bioimpedanz-
Messung (Nutriguard — MS, Data Input GmbH; Pécking, Deutschland) erhoben.

Blutdruck

Vor der Messung des Blutdrucks legten sich die ProbandInnen hin und ruhten fiir fiinf Minuten.
Die Messung fand im Anschluss ebenfalls im liegenden Zustand statt. Gemessen wurde der
Blutdruck mittels boso ABI-system 100 (BOSCH + SOHN GmbH u. Co. KG; Jungingen, Deutsch-
land). Die Blutdruckmanschetten wurden nach Herstellerangaben an allen vier Extremitdten
angelegt, wonach die automatisierte Messung erfolgte. Die in dieser Arbeit zur Anwendung
kommenden Ergebnisse entstammen den Messungen der linken Extremitit. Der mittlere arte-
rielle Blutdruck (MAD) wurde mit folgender Formel berechnet:

MAD = diastolischer Blutdruck + %(systolischer Blutdruck — diastolischer Blutdruck)

Routinelabor
Proben zur Messung der Routineparameter wurden an das hauseigene Labor (Labor
Berlin - Charité Vivantes GmbH; Berlin, Deutschland) iibergeben und dort analysiert.

Folgende Parameter wurden zu allen Visiten bestimmt:
- Natrium/Kalium; Chlorid; Magnesium; Kreatinin/GFR; Harnstoff; Harnsdure; Cholesterin;
HDL-Cholesterin; LDL-Cholesterin; Triglyceride; AST; ALT; y-GT; alkalische Phosphatase;
C-reaktives Protein; kleines Blutbild; Urin-Stix

Nur zu V1 und V3 wurde bestimmt:
- HbAlc

Mahlzeitentest (MTT)
Der MTT fand bei den ProbandInnen zu den Visiten V1 und V3 statt. Fur die Dauer des Tests wurde

den ProbandInnen eine Venenverweilkantile vom Typ BD Venflon™ Pro Safety (Becton, Dickinson
and Company; Franklin Lakes, USA) in die linke oder rechte Vena mediana cubiti gelegt, iiber die
die regelmafiigen Blutentnahmen stattfanden.

Zu den Zeitpunkten 0-30°-60°-90-120°-180 (Zeitangaben in Minuten; Zeitpunkt 0‘ beschreibt
den niichternen Zustand) wurden jeweils Proben zur Bestimmung von Glucose, Insulin und
Glucagon entnommen. Diese wurden mit Ausnahme der Glucoseprobe zentrifugiert (300g, 4°C,
10min), der Uberstand abpipettiert und bei -20°C eingelagert. Die Glucosekonzentration im Blut
wurde direkt nach Entnahme mittels dem Glucosemessgerat Biosen C-line (EKF-diagnostic GmbH;
Barleben, Deutschland) bestimmt und dokumentiert.

Nach der ersten Blutentnahme nahmen die ProbandInnen eine Fliissigmahlzeit bestehend aus
240ml Resource® Protein Drink (Nestlé Health Science GmbH; Frankfurt am Main, Deutschland)
und zusatzlich 20g Jubin-Zuckerlésung (Pharma Vertrieb Andreas Jubin; Bochum, Deutschland)
zu sich. Insgesamt enthielt die Mahlzeit 49,1g Kohlenhydrate, 22,5g Protein und 8,4g Fett. Die
ProbandInnen wurden angehalten, wahrend des Testzeitraums eine angenehme Sitzposition
einzunehmen und sich korperlich nicht zu ertiichtigen.

Zu einem spateren Zeitpunkt wurden die Insulin- und Glucagonkonzentrationen in den
gesammelten Proben mittels der ELISA-Technik gemessen. Die beiden ELISA funktionieren nach
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dem direkten Sandwich-Prinzip. Das bedeutet, dass ein Antigen (in diesem Fall das Glucagon- bzw.
Insulinmolekiil) zum Zeitpunkt der Messung zwischen zwei gegen unterschiedliche Epitope des
Antigens gerichtete monoklonale Antikdrper eingespanntist. Der erste Antikdrper ist fest mit dem
Boden einer 96-Wells-Platte verbunden (Coating) und gewéhrleistet, dass nur Antigene detektiert
werden, die sich tatsachlich im Testmedium befinden. Der zweite Antikorper ist an ein Enzym
gekoppelt, welches nach Hinzugabe der entsprechenden Reagenz eine farbliche Reaktion
induziert. Durch photospektrometrische Messung der Farbintensitat und Abgleich mit Referenz-
messungen lasst sich diese quantifizieren und so die Konzentration des Analysats bestimmen.
Bei der Durchfiihrung der ELISAs wurden die Herstellerprotokolle streng eingehalten [70, 71].

Folgende ELISA-Kits kamen zum Einsatz:
- Mercodia Glucagon ELISA (Mercodia AB; Uppsala, Schweden)
- Mercodia Insulin ELISA (Mercodia AB; Uppsala, Schweden)

Aus den Ergebnissen der MTTs wurden die Indices HOMA-IR, ISI-Stumvoll, Matsuda, OGIS sowie
PREDIM errechnet. Die hierfiir notwendigen Formeln wurden den Primarpublikationen entnom-
men [72-76].

Leberfettindices

Die Indices ,Fatty Liver Index“ (FLI) und ,Non-Alcoholic Liver Disease - Liver Fat Score”
(NAFLD-LFS) wurden anhand der in den Primarpublikationen aufgefiihrten Formeln berechnet
[77,78].

Labor am Tag der Studienvisite

Fiir die am Untersuchungstag durchgefiihrten Laborassays wurde den ProbandInnen im niich-
ternen Zustand 50ml Vollblut entnommen. Zwecks Antikoagulation wurden die Proben nach
Entnahme in Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) geldst.

Von den 50ml Vollblut wurden 3,6ml fiir die Stimulationsassays, 1ml zur Isolation von Plasma
und 500yl fiir die Vollblut-Durchflusszytometrie beiseitegestellt. Die verbleibenden 44,9ml Voll-
blut wurden mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) auf 140ml Gesamtvolumen verdiinnt und
fiir die weiteren Laborassays herangezogen.

Plasmaisolation

1ml Vollblut wurde auf zwei 1,5ml Eppendorf Tubes® aufgeteilt und zentrifugiert (400g, 4°C, 10
min). Nach Zentrifugation wurde der Uberstand in ein weiteres Eppendorf Tube® pipettiert und
bei -80°C zwecks moglicher weiterer Analysen zuriickgehalten.

Stimulationsassays

Zur standardisierten Erfassung der Responsivitit von Zellen des angeborenen Immunsystems
wurden Immunzellen im Vollblut stimuliert und ausgeschiittete Cytokine mit Hilfe des Lum-
inex-MAGPIX® Systems quantitativ gemessen.

Fir die Stimulationsassays wurden vor Beginn der Studie Losungen mit verschiedenen
TLR-Stimuli vorbereitet. In der vom Hersteller geforderten Konzentration wurden die Stimuli in
RPMI-Zellkulturmedium auf ein Gesamtvolumen von 1,2ml verdiinnt und bis 30 Minuten vor
Verwendung bei -80°C gekiihlt gelagert. Das entsprechende Volumen RPMI-Zellkulturmedium
ohne Stimulus wurde als Negativkontrolle genutzt.

Folgende Stimuli kamen zum Einsatz (Tabelle S1A):
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- Lipopolysaccharid (LPS) (C7H1407)
Bestandteil der Zellmembran von Gram-negativen Bakterien und Ligand von TLR-4 und
TLR-2.
- Peptidoglycan (PGN) (C7H14N204)
Bestandteil der Zellmembran von Gram-negativen Bakterien und Ligand von TLR-2.
- Imiquimod (R837) (C14H16N4)
Imidazoquinolin, Ligand von TLR-7 und Aktivator des NLRP3-Inflammasoms.
- Resiquimod (R848) (C17H22N402)
Imidazoquinolin, Ligand von TLR-7 und TLR-8.
- C-di-AMP (cAMP) (C20H22N10010P2S2)
Von Bakterien produziertes second-messenger Molekiil und potenter Immunstimulator in
Sdugetieren. Ligand des STING-Rezeptors (Stimulator von Interferongenen).

Die aufgetauten Losungen wurden zum Zeitpunkt der jeweiligen Untersuchung mit je 0,6ml
Vollblut gemischt und fiir 6 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlief3end wurden die Proben zentri-
fugiert (300g, 4°C, 6min). Der Uberstand wurde abgenommen und bei -80°C bis zur weiteren
Verarbeitung gelagert.

Die Cytokinkonzentrationen wurden zu einem gesonderten Zeitpunkt in den gesammelten
Proben gemessen. Hierzu wurde das Kit ,ProcartaPlex Hu Cytokine/Chemokine/GF 1 45plex”
verwendet. Das Kit dient der Aufbereitung der Proben fiir die anschlief;ende Messung mittels
Luminex-MAGPIX® (Thermo Fisher Scientific Inc; Waltham, USA). Da eine 1:4 Verdiinnung der im
Herstellerprotokoll verwendeten Konzentrationen mit dem im Kit enthaltenen Puffer gute
Resultate in vorausgehenden Analysen zeigte, haben wir uns fiir diesen ressourcensparenden
Schritt entschieden. Die Durchfiihrung des Assays erfolgte im Ubrigen streng nach Hersteller-
protokoll [79].

Wahrend der Probenaufbereitung binden die Cytokine an magnetische Beads und farblich
markierte Detektionsantikérper. Durch die magnetischen Beads hilt das Luminex-MAGPIX®-
System die Proben in einem definierten Feld in Position, wahrend es das Feld mit verschiedenen
Filtern fotografiert und so die an Cytokine gebundenen Detektionsantikdrper erkennen kann.
Anhand einer definierten Verdiinnungsreihe kdnnen im Anschluss die Konzentrationen der Cyto-
kine berechnet werden. Um Anderungen relativ zur Negativkontrolle sichtbar zu machen (,fold
change”), wurde folgende Formel angewandt:

StCy —negCy
ld ch =
fold change negCy
StCy = Kombination aus Stimulus & Cytokin
negCy = Entsprechendes Cytokin der Negativkontrolle

Die Analyse der Stimulationsassays wurde an einer Subpopulation von 16 ProbandInnen durch-
gefiihrt.

PBMC-Isolation
Vier Falcon™-Tubes wurden mit je 15ml Ficoll-Paque™ gefiillt auf welches je 35ml Vollblut-PBS-
Mischung pipettiert wurde. Uber den Ficoll-Paque™ entsteht ein Dichtegradient, anhand dessen

sich das Blut nach Zentrifugation (700g, Raumtemperatur, 20 min, ungebremstes Auslaufen) in
verschiedenen Schichten auftrennt. Durch Entnahme des dem Ficoll-Paque™ direkt aufgelagerten
Rings aus peripheren mononukledren Zellen (Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs))
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wurden diese von den restlichen Blutbestandteilen getrennt. Insgesamt zweimal wurden die
entnommenen PBMCs im Anschluss gewaschen. Hierzu wurden sie mit PBS vermengt, zentri-
fugiert (340g, 10min, Raumtemperatur) und nach Verwerfung des Uberstandes erneut resus-
pendiert.

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 5ml FACS-Puffer, bestehend aus PBS und
2mM EDTA, gelost.

Zur Quantifizierung der Zellen wurde ein Aliquot von 10ul PBMC/FACS-Puffer-Gemisch
entnommen und die Zellen durch Zugabe von 90pul Trypan-Blau lichtmikroskopisch sichtbar
gemacht. Durch Zuhilfenahme einer Neubauer-Zellkammer konnten die Zellen ausgezihlt
werden. Zur Errechnung der Zellzahl pro ml Lésung wurde folgende Formel angewandt:

Zellzahl A
————— = —-—XBxC(C
ml 4

A = Summe der iiber die vier Quadranten der Zellkammer ausgezahlten Zellen
B = Verdiinnungsfaktor der Zellkammer (= 10.000)
C = Verdliinnungsfaktor der Farbung (= 10)

Die Zellzahl wurde dokumentiert und zur Volumenberechnung der fiir die nachfolgenden
Laborschritte bendétigten Zellzahlen herangezogen.

Immunzellphdnotypisierung mittels FACS

Fluorescence-activated cell sorting (FACS; Durchflusszytometrie) ist ein Verfahren, mithilfe
dessen Zellpopulationen anhand von floureszenzmarkierten Antikorpern definiert werden
konnen, welche an bestimmte Oberflichenmolekiile (Cluster of Differentiation/CD-Molekiile) der
Zellen binden. Neben der Detektion der floureszenzmarkierten Antikdrper kénnen mittels
Durchflusszytometrie auch Aussagen iliber die Grofle und Granularitit von Zellen getroffen
werden.

Wahrend der Messung werden die Zellen in einer Kapillare aneinandergereiht an einem Laser-
System vorbeigeschleust. Durch Zusammenschau der Brechungswinkel der Laserstrahlen sowie
der Detektion des von den angeregten Fluoreszenzfarbstoffen emittierten Lichts, kann der
Phédnotyp der einzelnen Zellen bestimmt werden. Anhand dessen wiederum kdénnen die Zellen
ihrer spezifischen Population zugeordnet werden.

Zur Vorbereitung der FACS-Messungen wurde je 1ul der fiir die entsprechende Untersuch-
ungsreihe bendtigten Antikdrper in 100pl FACS-Puffer gelost.

Folgende Antikorper wurden in den beiden Untersuchungsreihen verwandt (Tabelle S1A):

- Vollblutfarbung (Lineage-Cocktail)
CD3;CD19; CD4; CD56; CD16; CD14; CD45

- Monozytenfarbung (Monozyten-Cocktail)
HLA-DR, -DP, -DQ; CD123; CD86; CD80; CD16; CD14; CD45; lineage(CD3/-19/-20/-56);
CD11c

Aufbereitung der Vollblutproben fiir die FACS-Messung

Die zu Beginn bereitgestellten 500ul Vollblut wurden durch Zugabe von 4,5ml FACS-Puffer im
Verhaltnis 1:10 verdiinnt. Ein Aliquot von 200ul wurde mit dem Lineage-Cocktail gemischt und
zur Inkubation fiir 20 Minuten im Dunkeln auf Eis gelegt. Direkt vor der Messung wurde die Probe
mit 800ul PBS auf ein Gesamtvolumen von 1ml aufgefiillt.
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Aufbereitung der PBMC-Proben fiir die FACS-Messung

Flir die Monozytenfarbung wurden 10x106 PBMCs bereitgestellt und nach Zentrifugation (400g,
4°C, 5min) mit dem vorbereiteten Monozyten-Cocktail gemischt. Zur Inkubation wurden die
Proben fiir 20 Minuten im Dunkeln auf Eis gestellt. Danach wurden die Proben mit 200ul FACS-
Puffer verdiinnt und zentrifugiert (300g, 4°c, 5min). AnschlieRend wurde der Uberstand ver-
worfen und die Zellen in 200pl FACS-Puffer resuspendiert. Direkt vor Einmessung wurde das
Gemisch mit 800ul PBS auf 1ml Gesamtvolumen aufgefiillt.

Dateneinlesung der FACS-Messungen
Die Messung der Daten erfolgte mittels Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher
Scientific Inc; Waltham, USA). Das Einzugsvolumen betrug 600pl. Geratekalibrierung
und -einstellungen wurden vorab definiert und wihrend des Studienzeitraums nicht verdndert.
Fiir die Monozytenfarbung wurde ein Trigger gegen CD45 angewandt. Durch diese Einstellung
werden Zellen, die den fiir Leukozyten spezifischen Oberflichenmarker CD45 nicht exprimieren,
aus der Analyse ausgeschlossen.

Jeder Messung schloss sich ein Waschgang des Gerates mit 1ml PBS und 1ml einer 12%-igen
Natriumhypochloritlésung an.

Datenverarbeitung der FACS-Messungen

Flir die Datenverarbeitung wurde eine fiir die jeweilige Farbung spezifische Gating-Strategie
festgelegt (Abbildungen 3, 4). Durch Auftragen der Zellen auf Koordinatensysteme mit verschie-
denen Markern oder Streuungsparametern an den entsprechenden Achsen, kénnen Zellpopu-
lationen identifiziert werden. Das Gating funktioniert nach dem Prinzip der ,Forward Selection®.
Das bedeutet, dass im nachfolgenden Koordinatensystem nur diejenigen Zellen aufgetragen
werden, die durch das Gate im vorherigen Koordinatensystem definiert wurden. Zur Analyse der
Zellen wurde das Programm Flow]Jo™ (FLOW]O LLC; Ashland, USA) benutzt.
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Abbildung 3: Gating Strategie Lineage Panel

a: Von links nach rechts: Erythrozyten und Debris wurden bereits bei der Einlese mittels Attune NxT Acoustic
Focusing Cytometer identifiziert und aus den Analysen ausgeschlossen. Es ist deshalb im ersten Bild bereits
die Population der Leukozyten zu sehen. Im zweiten Bild ist die Singlet-Diskrimierung dargestellt, bei der
aneinanderheftende Zellen (Dubletten) aus den nachfolgenden Schritten ausgeschlossen werden. Durch die
Auftrennung der Zellen nach den Markern CD3 und CD14 im darauf folgenden Schritt kénnen T-Zellen und
CD3- CD14 Zellen identifiziert werden.

b: Zur Definition der CD4* T-Helferzellen wurden die T-Zellen im ndchsten Gate gegen den Marker CD4
aufgetragen.

c: Aus der Gruppe der CD3- CD14- Zellen wurden durch Auftragung gegen CD16 bzw. CD19 Granulozyten
bzw. B-Zellen identifiziert.

Abbildung 4 (nichste Seite): Gating Strategie Monozytenpanel

a: Von links nach rechts: Im ersten Schritt ist die Definition der Leukozytenpopulation dargestellt. Diese
Einteilung geschieht anhand von Gréfde und Granularitdt der Zellen. Der an der X-Achse aufgetragene
~Forward-Scatter” beschreibt linear zur Lichtquelle einfallende Laserstrahlen, die die Zellgréfse
wiederspiegeln. Der auf der Y-Achse aufgetragene ,Sideward-Scatter” stellt Laserstrahlen dar, die in einem
nicht orthogonalen Winkel auf die Detektoren einfallen. Da die auf die Zellen einfallenden Laserstrahlen
proportional zur Granularitdt der Zellen gestreut werden, kann die Granularitdt anhand des ,Sideward -
Scatters” beschrieben werden. Es handelt sich bei dem Analysat um PBMCs, weshalb kaum Granulozyten zu
sehen sind. Das zweite Gate stellt die Singlet-Diskrimination dar, welche analog zum Lineage Panel ablduft.
Das dritte Bild beschreibt den Ausschluss von Lymphozyten, welche eine geringere Granularitdt aufweisen
als Mono- und Granulozyten. Im folgenden Schritt werden Monozyten durch die Auftragung von CD14 gegen
einen Cocktail aus den Markern CD3, CD19, CD20 und CD56 von sonstigen verbleibenden Zellen getrennt.
Die Unterteilung von Monozyten in klassisch- und alternativ aktiviert geschieht im nédchsten Bild anhand
der Differenzierungsmarker CD14 und CD16.

b und c: Fiir die Quadranten Q1 und Q3, welche alternativ respektive klassisch aktivierte Monozyten
darstellen, wurde die ,Mean Flourescence Intensity” (MFI), ein Mafs der Menge des gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffes mit relativer Einheit, der Aktivierungsmarker CD80, CD86 und HLA-DR,-DP,-DQ
gemessen. Anhand der dargestellten Histogramme wurde der Messbereich definiert. Als Cutoff hierfiir wurde
eine MFI von 103 gewdhlt.
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RNA-Sequenzierung

Von 27 StudienteilnehmerInnen wurde monozytare RNA isoliert, sequenziert und analysiert. In
diesen 27 enthalten sind die 16 Studienteilnehmerlnnen, von denen die Cytokinsekretion nach
Immunzellstimulation analysiert wurde.

Monozytenisolation

Zur Monozytenisolation wurden die verbliebenen PBMCs zentrifugiert (340 g, Raumtemperatur,
5min), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 400ul MACS-Puffer (PBS + 0,5% BSA + 2mM
EDTA) und 50 pl magnetischen CD14-Beads (Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG; Bergisch Gladbach,
Deutschland) resuspendiert und auf Eis fiir 15 min inkubiert. Die magnetischen CD14-Beads
binden spezifisch an Monozyten. Nach Inkubation wurde das Gemisch mit MACS-Puffer auf 50 ml
aufgefiillt, gemischt und erneut zentrifugiert (340 g, Raumtemperatur, 5 min). Wahrend der
Zentrifugation wurde ein LS-Column (Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG; Bergisch Gladbach,
Deutschland) im dafiir vorgesehenen ,QuadroMACS™ Separator (Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG;
Bergisch Gladbach, Deutschland) angebracht und mit 3 ml MACS-Puffer zur Kalibrierung gespiilt.
Durch das Einbringen der LS-Column in den ,QuadroMACS™ Separator” ergibt sich eine Appa-
ratur mit einer sich in einem magnetischen Feld befindliche Saule, durch die Fliissigkeiten flief3en
konnen. Durch Zugabe des Gemisches mit den magnetisch markierten Monozyten bleiben diese
in der Sdule hangen, wiahrend alle anderen Zellen die Saule durchlaufen und in einem Abfall-
container aufgefangen werden. Nach Entnahme der Sdule aus dem magnetischen Feld kdnnen die
Monozyten in einen separaten Auffangbehélter gespiilt werden.

Nach der Zentrifugation und Verwerfung des Uberstandes wurde das Zellpellet der magnetisch
markierten Monozyten mit 1 ml MACS-Puffer gelost und die Suspension auf das sich im
magnetischen Feld befindende LS-Column gegeben. Nach dreimaliger Spiilung mit jeweils 3 ml
MACS-Puffer wurde die Sdule aus dem magnetischen Feld entnommen und die Monozyten mit 5
ml MACS-Puffer in ein 15 ml Falcon™-Tube iibertragen. Die so aufgereinigten Monozyten wurden
nach Zentrifugation (300 g, 4°C, 8 min) in 500 pl MACS-Puffer resuspendiert und in ein 1,5ml
Eppendorf Tube® iibertragen. Zur Qualititskontrolle wurden die Monozyten mit dem im
Abschnitt ,PBMC-Isolation“ beschriebenen Verfahren mittels Neubauer-Zellkammer lichtmikros-
kopisch gesichtet, ausgezahlt und das Ergebnis dokumentiert. 1 x 105> Monozyten wurden zur
Vorbereitung eventuell stattfindender Chromatinanalysen mittels ATAC-Sequenzierung zurtick-
gehalten und die restlichen Monozyten zur Aufbereitung fiir die RNA-Sequenzierung bereit-
gestellt.

Zelllyse und RNA-Isolation

Nach Zentrifugation (500 g, 4 °C, 5 min) wurden die verbliebenen Monozyten mit 300 ul RLT-
Puffer (Qiagen N.V.; Venlo, Niederlande) vermengt. Durch den RLT-Puffer werden die Zellen
lysiert und die RNA somit in den nachfolgenden Schritten zugdnglich. Die RNA-Isolation

und -Sequenzierung fand zu einem spateren Zeitpunkt an den gesammelten Proben statt. Hierzu
wurden die Proben nach der beschriebenen Lyse bei -80 °C gelagert.

Fiir die RNA-Isolation wurde das Kit ,RNeasy® Mini Kit* (Qiagen N.V.; Venlo, Niederlande)
verwandt. Es wurde sich an das Herstellerprotokoll (Part 1 und -2) mit Verzicht auf die
Durchfiihrung der optionalen Schritte gehalten [80, 81].

Um eine Degradierung der RNA zu vermeiden wurden die Proben wahrend der Arbeitsschritte
auf Eis gekiihlt und direkt nach Fertigstellung bei -80 °C gelagert.

Zur quantitativen und qualitativen Kontrolle wurde die isolierte RNA mittels ,NanoDrop™
One/One¢ Microvolume UV/VIS“ Photospectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc; Waltham,
USA) untersucht. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Absorptionsraten bei einer
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Wellenldnge von 260 nm gemessen. Eine Absorptionseinheit Az entspricht 40 ng
einzelstrangiger RNA pro ml, weshalb die die Konzentration mittels der Formel

Absorption A,¢o x 40 = c RNA [%] berechnet werden kann.

Durch Bestimmung der Verhaltnisse der Absorptionsraten der Wellenldngen 260 nm zu 280 nm
und 260 nm zu 230 nm kann die Verunreinigung mit Proteinen, Phenolen und anderen
organischen Substanzen bestimmt werden. Dies wurde ebenfalls durchgefiihrt und die Ergebnisse

dokumentiert.

RNA-Sequenzierung und Datenverarbeitung

Die Sequenzierung der RNA-Proben mittels ,3'mRNA-Seq“ wurde durch die ,Next Generation
Sequencing (NGS) Core Facility” des Institutes fiir Humangenetik der Universitit Bonn
durchgefiihrt.

In diesem auf DNA- und RNA-Sequenzierung spezialisierten Labor sind alle nétigen Ablaufe
bereits etabliert und kénnen standardisiert durchgefiihrt werden. Durch Auslagerung kritischer
Arbeitsschritte konnten wir den Untersucher-Bias reduzieren und eine hohe Qualitit der Daten
gewdhrleisten.

Vor Sequenzierung wurde die chemische Qualitit der Proben wurde von der ,NGS Core Facility*
ein weiteres Mal mittels Tape-Station (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, USA) gepriift.

Die Datenverarbeitung und -analyse wurde in Zusammenarbeit mit Bioinformatikern der , Core
Unit for Bioinformatics Data Analysis“ des Institutes fiir Medizinische Biometrie, Informatik und
Epidemiologie der Universitit Bonn durchgefiihrt. Vor Analyse wurde die Qualitit der mittels
Sequenzierung gewonnenen Daten durch die ,Core Unit for Bioinformatics Data Analysis“ gepriift.

Statistik und Datenverarbeitung
Diese Arbeit stellt die Analyse eines vorlaufigen Datensatzes vor dem endgiiltigen Abschluss der
Studie dar, weshalb es sich terminologisch um statistische Analysen explorativer Natur handelt.
Die statistischen Berechnungen und die Erstellung aller Grafiken wurden in der Programmier-
sprache ,R: A language and environment for statistical computing“ (R Foundation for Statistical
Computing; Wien, Osterreich) unter Anwendung der Software ,RStudio: Integrated Development
Environment for R“ (RStudio PBC; Boston, USA) durchgefiihrt. Sofern méglich wurde die farbliche
Gestaltung der Grafiken mit der Palette ,IBM design library color blind safe color palette” (IBM
Corp., Armonk, USA) durchgefiihrt. Es soll so die Barrierefreiheit der Arbeit fiir Menschen mit
Farbsehschwache gewahrleistet werden.
Die statistischen Aspekte dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Instituts fiir Biometrie und
Klinische Epidemiologie der Charité durchgefiihrt.

Folgende statistische Tests kamen zur Anwendung:

- Einfache Anova mit wiederholten Messungen
Flir Daten, die zu allen drei Zeitpunkten erhoben wurden und bei denen die ANOVA-Bedin-

gungen der Normalverteilung, Sphérizitat und dem Fehlen extremer Ausreifder zutrafen.

- Post-hoc-Testung von in der ANOVA signifikanten Ergebnissen mittels Tuckey-Test
Mittels Post-hoc-Testung kann das Ergebnis der ANOVA spezifiziert werden. Somit wird die
Aussage dariiber moglich, zwischen welchen Gruppen (Zeitpunkten) ein signifikant unter-
schiedlicher Mittelwert vorliegt.
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- Friedman-Rangsummentest
Flir Daten, die zu allen drei Zeitpunkten erhoben wurden und die Glitekriterien der ein-

fachen Anova mit wiederholten Messungen verletzten, wurde der nicht-parametrische
Friedman-Rangsummentest angewandt.

- Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
Als Post-hoc-Test wurde dieser nicht-parametrische Test zur Detektion der
Gruppenzugehorigkeit von im Friedman-Rangsummentest ermittelten Signifikanzen ange-
wandt. Auflerdem fand er Anwendung als nicht-parametrische Alternative zum T-Test fiir
abhangige Stichproben, sofern die Giitekriterien des T-Tests flir abhangige Stichproben
verletzt wurden.

- T-Test fiir abhangige Stichproben
Der T-Test fiir abhdngige Stichproben wurde zur Detektion von Unterschieden in Daten
eingesetzt, die zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (V1 und V3) erhoben wurden und den
Giitekriterien der Normalverteilung und dem Nichtvorhandensein extremer Ausreifder in
den Differenzen der Gruppen geniigten.

- Odds Ratio (OR)
Um die Starke des Zusammenhangs eines Risikofaktors mit dem Auftreten eines Ereignisses
auszudricken, wurden ORs berechnet. Hierzu wurden Kreuztabellen mit dem Risikofaktor
und dem Auftreten des Ereignisses erstellt. Ist eine Zelle der Kreuztabelle gleich Null, kann
keine OR berechnet werden. In diesem Fall wurde die Haldane-Anscombe Korrektur
angewandt, welche in der Addition von 0,5 zu jeder Zelle besteht.

- Korrelationsanalysen
Pearson-Korrelationen fanden Anwendung, um den linearen Zusammenhang zwischen
zwei Variablen darzustellen. Dargestellt ist der Pearson-Korrelationskoeffizient, welcher
Werte zwischen -1 und 1 annehmen kann und anhand dessen die Starke und Richtung der
Korrelation erkennbar wird.

- Multiple lineare Regressionsmodelle
Zur Identifikation mdglicher Vorhersagewerte wurden multiple lineare Regressionen
gemaf folgender Formel modelliert:

Y= Bo+ BiXy+ B2Xa + -+ BuXy

Wobei Y den erwarteten Wert der abhingigen Variable beschreibt, B0 den Y-
Achsenabschnitt, wenn alle unabhingigen Variablen gleich Null sind. 1 bis fn sind die
berechneten Regressionskoeffizienten. Die Regressionskoeffizienten beschreiben die
Veranderung des Y-Wertes relativ zur Verdnderung der entsprechenden unabhdngigen
Variable Xn um eine Einheit unter Annahme der Konstanz aller weiteren unabhangigen
Variablen. In den graphischen Darstellungen sind die Regressionskoeffizienten inklusive
des jeweiligen 95 %-Konfidenzintervalls aufgetragen.

Anhand von multiplen linearen Regressionsmodellen lassen sich Faktoren beschreiben, die
zur moglichen Pradiktion des Ansprechverhaltens herangezogen werden koénnen. Zur
Entwicklung eines Pradiktionsmodelles wird neben einem Trainingsdatensatz ein
Validierungsdatensatz benétigt. Ein Pradiktionsmodell kann als validiert gelten, wenn es
anhand einer neuen, unabhingigen Grundgesamtheit getestet wurde. In unserem Fall
wirde eine neue Grundgesamtheit eine Folgestudie bedingen. Folglich stellen die in dieser
Arbeit prasentierten Modelle terminologisch Trainingsmodelle dar und sind unter diesem
Vorbehalt zu betrachten.
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Die symbolische Darstellung von Signifikanzniveaus entspricht folgender P-Werte:

Symbol

P-Wert

ns

>0,05

ES

<0,05

)k

<0,01

kksk

<0,001

kokskok

<0,0001

Tabelle 3: Signifikanzniveaus

Appendix Methodenteil
A: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

Phosphate Buffered Saline, 10X Solution

Life Technologies™; Carlsbad, USA

GibcoTM RPMI Medium 1640 1X

Life Technologies™; Carlsbad, USA

LPS-B5 Ultrapure

InvivoGen Europe; Toulouse, Frankreich

Imiquimod (R837)

InvivoGen Europe; Toulouse, Frankreich

R848 (Resiquimod)

InvivoGen Europe; Toulouse, Frankreich

2'3-c-di-AM(PS)2(RP,RP)

InvivoGen Europe; Toulouse, Frankreich

PGN-EB

InvivoGen Europe; Toulouse, Frankreich

Ficoll-Paque™ PLUS

GE Healthcare Life Sciences AB; Uppsala,
Schweden

UltraPureTM 0.5M EDTA, pH 0.8

Life Technologies™; Carlsbad, USA

Trypan Blue solution 0.4 %

Sigma-Aldrich; St. Louis Missouri, USA

Alexa Fluor® 488 anti-human CD3 - HIT3a

BioLegend®; San Diego, USA

PE anti-human CD19 - 4G7

BioLegend®; San Diego, USA

PerCP/Cy5.5 anti-human CD4 - RPA-T4

BioLegend®; San Diego, USA

PE/Cy7 anti-human CD56 (NCAM) - HCD56

BioLegend®; San Diego, USA

Pacific Blue™ anti-human CD16 - 3G8

BioLegend®; San Diego, USA

Brilliant Violet 510™ anti-human CD14 -
M5E?2

BioLegend®; San Diego, USA

APC anti-human CD45 - 2D1

BioLegend®; San Diego, USA

APC/Fire™ 750 anti-human HLA-DR, DP,DQ -
Tu39

BioLegend®; San Diego, USA

PE anti-human CD123 - S18016F

BioLegend®; San Diego, USA

PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD86 - IT2.2

BioLegend®; San Diego, USA

PE/Cy7 anti-human CD80 - 2D10

BioLegend®; San Diego, USA

Brilliant Violet 711TM anti-human CD45 -
HI30

BioLegend®; San Diego, USA

APC anti-human Lineage
Cocktail(CD3/19/20/56) - UCHT1, HIB19,
2H7,5.1H11

BioLegend®; San Diego, USA

APC/Fire™ 750 anti-human CD11c - 3.9

BioLegend®; San Diego, USA

CD14 MicroBeads, human

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG; Bergisch
Gladbach, Deutschland

RLT-Lysepuffer

Qiagen N.V.; Venlo, Niederlande
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B: Kits

Kit Hersteller
Mercodia Glucagon ELISA Mercodia AB; Uppsala, Schweden
Mercodia Insulin ELISA Mercodia AB; Uppsala, Schweden

ProcartaPlex Hu Cytokine/Chemokine/GF 1
45plex

Thermo Fisher Scientific Inc; Waltham, USA

RNeasy® Mini Kit

Qiagen N.V.; Venlo, Niederlande

C: Sonstige Labormaterial

Labormaterial

Hersteller

Vacuette® Set zur Venenpunktion und
Blutentnahme

Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen,
Deutschland

Venenverweilkantile Typ BD Venflon™ Pro
Safety

Becton, Dickinson and Company; Franklin
Lakes, USA

Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen, 50 ml

Fisher Scientific GmbH; Schwerte,
Deutschland

Superior™ Neubauer-improved counting
chamber

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG; Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Eppendorf Tubes® 1.5ml

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

D: Software

Software

Hersteller

R: A language and environment for statistical
computing

R Foundation for Statistical Computing; Wien,
Osterreich

RStudio: Integrated Development
Environment for R

RStudio PBC; Boston, USA

FlowJo™ Software (for Windows) Version
10.8.0

FLOW]JO LLC; Ashland, USA

Tabelle S1: Zusammenfassung verwendeter Materialien
A: Reagenzien; B: Kits; C: Sonstige Labormaterialien; D: Software. Angaben zum Hersteller in der jeweils

rechten Spalte.
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Ergebnisse

Matchingstrategie

In dieser Arbeit sind die Ergebnisse von 39 Probandinnen des Kollektivs der FAIR-Studie
dargestellt, die das Studienprotokoll bis zum Ende durchliefen. Die Aufteilung anhand der
Matchingparameter ist in Abbildung 5 und Tabelle 4 dargestellt.

Teilgenommen haben 21 Probandinnen und 18 Probanden. 7 ProbandInnen hatten einen BMI
<30 kg/m?2 und 32 einen 230 kg/m2. Von den 39 ProbandInnen hatten 27 eine Diabetesdauer <4
Jahre und 12 eine Diabetesdauer >8 Jahre. Die Gruppe der Mdnner =50 Jahre mit einem BMI =30
kg/m2 und einer Diabetesdauer <4 Jahre bildet mit 10 Studienteilnehmern die grofite Gruppe.

Matchingstrategie

Geschlecht &
Diabetesdauer
Q /<4 Jahre
% ® ¢ />8Jahre
3 | <4 Jahre
® J/>8Jahre

407 Abbildung 5: Matchingstrategie
w Dargestellt ist die Verteilung der
ProbandInnen nach den
o @ Matchingkriterien BM]I, Alter,
' Geschlecht und Diabetesdauer. Als
351 Cutoffs der Kategorien wurde
gewdhlt: BMI </230 kg/m?; Alter </>
O 50  Jahre; Geschlecht — m/w;
Diabetesdauer <4 Jahre / >8 Jahre.
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Matchingstrategie

Frauen (n = 21) Alter (Jahre) T;jlbelle 4: Matcl{ings_trategie

Die Tabelle enthdlt die Anzahl

<50 250 der ProbandInnen aufgeschliis-

BMI <30 0* (0*%) 1* (4™) selt nach Alter (Spalten), BMI
(kg/m?2) > 30 4% (1%%) 7* (4%%) (Zeilen) und Diabetesdauer (* =

<4 Jahre, ** = >8 Jahre). Der
obere Teil der Tabelle besch-

Ménner (n = 18) Alter (Jahre) reibt die weiblichen Teilnehmer-
<50 250 innen und der untere die mdn-

BMI <30 0* (0*%) 1* (1%%) nlichen Teilnehmer. In Klam-
(kg/m?2) > 30 4% (0%¥) 10* (2% mern hinter den Geschlechter-

titeln ist die jeweils absolute
Anzahl der Teilnehmerinnen
angegeben.

* Diabetesdauer < 4 Jahre
** Diabetesdauer > 8 Jahre

Klinische Parameter und Anthropometrie

Die drastische Kalorienrestriktion wahrend der Interventionsphase spiegelte sich in beinahe allen
von uns erhobenen Parametern der Anthropometrie und des Routinelabors wieder. Falls nicht
anders angegeben, handelt es sich bei den im Folgenden dargestellten Parametern um Mittelwerte
* Standardabweichung. Parameter, die aufgrund ihrer Verteilung in den mehrstufigen Analysen
eines nicht-parametrischen statistischen Tests bedurften, sind grafisch als Median mit Angabe des
Interquartilsabstandes angegeben.

Die ProbandInnen verloren im Mittel 15,06 + 5,58 kg Gewicht, was sich in einem Abfall des BMI
um 5,06 + 1,87 kg/m2 und einer Reduktion des Korperfettanteils um 8,16 + 3,08 % beziehung-
sweise 14,01 + 3,87 kg Korperfettmasse wiederspiegelte. Der systolische Blutdruck fiel wahrend
der Intervention um 11 * 14 mmHg im Vergleich zum Interventionsbeginn. Auch im Serumlipid-
profil der ProbandInnen waren die Verdnderungen abgebildet. So fiel das LDL-Cholesterol im
Mittel um 23 = 26 mg/dl (p <0,0001), das HDL-Cholesterol um 4 + 8 mg/dl (p <0,01) und die TAG
um 71 * 96 mg/dl (p <0,0001). Die Leberwerte Aspartat-Aminotransferase (AST) und ALT
verhielten sich synchron und fielenum 5 + 11 U/1 (p <0,01) respektive 12 + 17 U/l (p <0,001). Die
mit dem Leberfettgehalt korrelierenden Indices FLI und NAFLD-LFS fielen wihrend der Inter-
vention signifikant. Der dimensionslose FLI fiel von 87,08 + 12,67 zu V1 auf 59,2 + 25,06 (p
<0,0001) zu V3. Der ebenfalls dimensionslose NAFLD-FLS betrug im Mittel zu V1 1,88 + 2,06 und
zu V3 -0,34 £ 0,90 (p <0,0001). Der FLI kann zur Einschdtzung einer sonographisch
diagnostizierten Steatosis hepatis herangezogen werden [77]. Demnach lag zu V1 bei 33
ProbandInnen eine Steatosis hepatis vor, wahrend sich 6 ProbandInnen in einem durch den Index
nicht sicher definierbaren Bereich befanden, und bei niemandem der ProbandInnen eine Steatosis
hepatis ausgeschlossen werden konnte. Zu V3 fielen 17 ProbandInnen in den Bereich der Steatosis
hepatis, 16 in den indifferenten sowie 6 in den die Steatosis hepatis sicher ausschliefienden
Bereich. Durch Anwendung eines Cutoffs kdnnen iiber den NAFLD-FLS Aussagen iiber die Hohe
des Leberfettgehaltes getroffen werden. Ein erhohter Leberfettgehalt liegt dieser Definition
gemafd bei 25,56 % Leberfettgehalt vor [78]. Es lag demnach zu V1 bei 37 und zu V3 bei 19 der 39
ProbandInnen ein erhéhter Leberfettgehalt vor.

Die Harnsdure im Serum fiel signifikant um 0,4 + 1,1 mg/dl (p <0,05). Bei den Entziindungs-
parametern anderte sich das CRP liber den Interventionszeitraum nicht signifikant um 0,4 * 1,9
mg/l (p >0,05), blieb jedoch im Mittel innerhalb des Referenzbereiches von <5 mg/l. Die im
Routinelabor ermittelte Leukozytenzahl fiel um 1,41 * 1,54 /nl (p <0,001). Die Verbesserung des
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Glucosestoffwechsels spiegelte sich im Abfall des HbAlcum 1 + 0,8 % (p <0,0001) und im Abfall
der Niichternglucose um 31,8 + 29,9 mg/dl (p <0,0001) wieder (Tabelle 5).

Charakteristika zu Beginn und Ende der Intervention

Vi V3 Differenz P-Wert
Grofde (m) 1,73 £ 0,09 - - -
Gewicht (kg) 105,09 + 15,03 90,03+13,80 15,06 +5,58 ¥k
BMI (kg/mz2) 35,36 +4,96 30,31 + 4,68 5,06 +1,87 ok
Fettmasse (kg) 46,46 £ 11,89 32,81+12,22 14,01 £3,87  ****
Fettfreie Masse (kg) 59,72 + 11,48 57,59 + 11,36 1,78 + 2,48 ok
Fettmasse (%) 43,67 £ 8,06 35,87 £9,87 8,16 + 3,08 ook
Fettfreie Masse (%) 56,33 + 8,06 64,13 +9,87 8,16 + 3,08 *EEK
sysRR (mmHG) 138+ 14 128+ 12 11+14 ok
Leukozyten (/nl) 7,48 + 1,64 6,07 + 1,65 1,41 +1,54 *EEK
CRP (mg/dl) 35+4,1 31+4,1 04+19 ns
Gesamtcholesterin (mg/dl) 194 + 37 159 £ 41 34 +£25 ook
LDL (mg/dl) 119 £ 35 96 + 37 23+26 ook
HDL (mg/dl) 51 %13 46 + 11 4+8 x
TAG (mg/dl) 178 £ 120 108 £ 60 71196 ok
AST (U/]) 31+13 2610 5+11 ok
ALT (U/1) 38+18 27 £11 12+17 ok
Harnsaure (mg/dl) 55+1,4 51+1,1 04+1,1 *
Niichternglucose (mg/dl) 130,7 £ 34,4 98,7 + 30,2 31,8+29,8 ekokx
HbAlc (%) 69+1,1 6+0,7 1+0,8 K

Tabelle 5: Charakteristika zu Beginn und Ende der Intervention
Ausgewdhlte Charakteristika der Studienpopulation dargestellt anhand der Mittelwerte * Standard-
abweichung der Visiten V1 und V3 und der Differenzen V1-V3, sowie die Signifikanzniveaus der
Unterschiede der Mittelwerte. Die Signifikanzniveaus wurden mittels gepaartem T-Test berechnet.

p >0,05"s, p <0,05", p <0,01™, p <0,001", p <0,0001".

Einige Parameter wiesen starke Verdnderungen bereits innerhalb der ersten Woche nach
Interventionsbeginn auf (Abbildung 6, 7). So stiegen AST und ALT als Parameter des Leberstoff-
wechsels innerhalb der ersten Interventionswoche signifikant tiber das Ausgangs-niveau an, um
tiber den restlichen Interventionszeitraum zu sinken und sich bei V3 mit einer Verringerung des
Streumafes und unterhalb des Ausgansniveaus einzupendeln. Einen dhnlichen Verlauf tber die
drei Zeitpunkte zeigte die Harnsdurekonzentration im Serum. Sie stieg zu Beginn der Intervention
ebenfalls signifikant an und fand sich nach Ablauf der Intervention wieder auf dem
Ausgangsniveau ein. Starke Veranderungen innerhalb der ersten Interventionswoche lief3en sich
ebenfalls im Serumlipidprofil beobachten. So fielen Gesamtcholesterol, HDL, LDL und TAG im
vergleichbaren oder grofieren Mafie innerhalb der ersten Interventionswoche als im restlichen
Interventionszeitraum. Ebenfalls innerhalb der ersten Interventionswoche starker ausgepragt als
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im restlichen Zeitraum war die Veranderung des Blutdruckes. So sank der MAD innerhalb der
ersten Woche im Mittel signifikant um zum Zeitpunkt V3 weiterhin auf dem Niveau nach einer
Woche zu bleiben.

Gesamtcholesterol in mg/dl Gewicht in kg Korperfettanteil in Prozent
*EE 130 1 *x * %
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— [ 1 —
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1 301
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Abbildung 6: Charakteristika im Zeitverlauf I
Ausgewdhlte Charakteristika der Studienpopulation dargestellt im zeitlichen Verlauf anhand der
Mittelwerte + Standardabweichung der Visiten V1, V2 und V3 unter Angabe der Signifikanzniveaus der
Unterschiede der Mittelwerte. Die Signifikanzniveaus wurden mittels einfacher ANOVA mit multiplen
Messungen ermittelt und per Tuckey-Test als Post-hoc-Test den jeweiligen Zeitpunkten zugeordnet.

p >0,05™, p <0,05%, p <0,01™, p <0,001™, p <0,0001"*".

Wochen seit Interventionsbeginn
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Abbildung 7: Charakteristika im Zeitverlauf II

Ausgewdhlte Charakteristika der Studienpopulation dargestellt im zeitlichen Verlauf anhand von Boxplots
der Visiten V1, V2 und V3 unter Angabe der Signifikanzniveaus der Unterschiede der Mediane. Die Streuung
ist zudem durch Scatterplots verdeutlicht. Signifikanzniveaus wurden mittels Friedman-Rangsummentest
ermittelt und per Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test als Post-hoc-Test den jeweiligen Zeitpunkten

zugeordnet.
p >0,05, p <0,05%, p <0,01", p <0,001™, p <0,0001"".
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HbA1c und Niichternglucose unter Beachtung der Definitionen von Diabetes
und Pradiabetes

Fiir die Definition von Respondern in Bezug auf die Diabetesremission haben wir die Kriterien
Niichternglucose <126 mg/dl und HbAlc <6,5 %, als den Diabetes definierende Werte heran-
gezogen. Teilnehmerlnnen, die nach der Intervention in mindestens einem der beiden Kriterien
tiber dem Cutoff lagen, wurden als Non-Responderinnen definiert. Das Vorliegen eines Pradia-
betes wurde ebenfalls tiber die Parameter Niichternglucose (100 - 125 mg/dl) und HbAlc
(5,7 - 6,5 %) definiert.

85 % (33 von 39) der Studienteilnehmerlnnen erfiillten zum Zeitpunkt V3 die Kriterien der
Diabetesremission. Von den 6 Non-Responderlnnen hatten 66 % eine Diabetesdauer von >8
Jahren und 33 % eine Diabetesdauer <4 Jahren. Daraus ergibt sich eine Odds Ratio von 0,16 fiir
das Erreichen der Diabetesremission fiir die Gruppe Diabetesdauer >8 Jahren im Vergleich zur
Diabetesdauer <4 Jahren (95 % -KI = 0,02 - 1,04; p = 0,06). Eine pradiabetische Stoffwechsellage
wiesen zum Zeitpunkt V3 69 % (27 von 39) der StudienteilnehmerInnen auf. Von diesen 27 hatten
12 ProbandInnen oder 44 % eine Diabetesdauer >8 Jahre, was alle Teilnehmerinnen dieser
Gruppe einschlief3t. Die OR fiir das Erreichen der Diabetesremission und Parameter des
Glucosestoffwechsels aufRerhalb des pradiabetischen Bereiches der Gruppe mit Diabetesdauer >8
Jahren im Vergleich zur Diabetesdauer <4 Jahren betrug 0,05 (Korrektur nach Haldane-
Anscombe; 95 %-KI = 0,00 - 0,92; p <0,05). Die restlichen 15 Studienteilnehmerlnnen mit zum
Zeitpunkt V3 vorliegenden Pradiabetes hatten eine Diabetesdauer <4 Jahre und machten in ihrer
Gruppe einen Anteil von ebenfalls 56 % aus (Abbildung 8).

Pravalenz von Diabetes und Pradiabetes

Diabetespravalenz
301 vor Intervention

Préavalenz von Pradiabetes Diabetespravalenz
nach Intervention nach Intervention

N
o
L

Anzahl Probandinnen

-
o
f

<4 >8 <4 >8
Diabetesdauer in Jahren

Krankheitscharakteristika . Nicht vorliegend . Vorliegend
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Abbildung 8 (vorige Seite): Erkrankungsprivalenzen vor und nach Intervention

Dargestellt ist die Anzahl der ProbandInnen die per Definition an T2DM bzw. Prddiabetes leiden. In orange
hervorgehoben sind Probandinnen, die die jeweiligen Erkrankungskriterien erfiillen. Violett
hervorgehobene Probandinnen liegen beziiglich der Kriterien unterhalb des Cutoffs. Vor Interventions-
beginn betrug die Prdvalenz von T2DM in der Studienkohorte 100 %. Dies wurde per Einschlusskriterium
sichergestellt. Prddiabetes wurde definiert als HbAlc 5,7 - 6,4 % oder Niichternglucose 100 - 125 mg/dl.
Die Diabetesprdvalenz nach Intervention folgt der Definition des Vorliegens eines T2DM bei Vorhandensein
einer der beiden Faktoren HbAlc 26,5 % oder Niichternglucose 2126 mg/dl.

Mahlzeitentest
Die Auswertung der Blutglucosekonzentration sowie der Hormonspiegel von Insulin und Gluca-
gon als Antwort auf die definierte Mahlzeit zeigten ebenfalls starke Verdnderungen zwischen den
Visiten V1 und V3. In allen drei Parametern lagen sowohl die basalen Werte, als auch die Antwort-
kurven zu V3 unterhalb des Vergleichsniveaus zu V1. Diese Unterschiede waren zu allen Zeit-
punkten signifikant (Abbildung 9; gepaarter T-Test, p <0,05). Die kombinierte Betrachtung der
Veranderungen der Hormonantworten von Insulin und Glucagon zeigen, dass bei einigen Respon-
derlnnen die Hormonantwort von Glucagon iiberwiegt gegeniiber anderen, bei denen die Antwort
des Insulins am stirksten ausféllt (Abbildung 11). Auch die anhand des Mahlzeitentests errech-
neten Indices HOMA-IR, PREDIM, Matsuda, OGIS und ISI-Stumvoll veranderten sich liber den
Interventionszeitraum signifikant in Richtung einer gilinstigeren Stoffwechsellage. So fiel der
dimensionslose HOMA-IR von 5,15 * 4,62 auf 1,89 * 1,42 (p <0,0001). Der PREDIM-Index stieg
von -0,41 * 0,31 log(mg/kg*min) auf 0,07 + 0,28 log(mg/kg*min) (p <0,0001). Die Werte des
Matsuda-Index (ebenfalls dimensionslos) stiegen von 3,4 + 1,87 auf 7,37 + 3,74 (p <0,0001), die
des OGIS (dimensionslos) stiegen von 238,5 + 50,54 auf 276,27 + 54,54 (p <0,001). Ebenso stiegen
die Werte des ISI-Stumvoll Index von 0,07 + 0,02 umol/kg*min*pM auf 0,1 * 0,02 pmol/
kg*min*pM (p <0,0001) (Abbildung 10).

Der PREDIM-Index wies eine besonders starke Korrelation zu den anderen Indices auf (Pearson-
Korrelationskoeffizient zu V1 in Korrelation zum PREDIM-Index: Matsuda = 0,791; ISI-Stumvoll =
0,799; OGIS = 0,651; HOMA-IR =-0,736).
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Glucosekonzentration in mg/dl nach Mahlzeitentest
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Abbildung 9: Antwortkurven von Glucose, Insulin und Glucagon im MTT

Dargestellt sind die Antwortkurven der Blutglucosekonzentration sowie der Konzentrationen von Insulin
und Glucagon im Plasma nach Gabe einer standardisierten Mahlzeit iiber die Dauer von 180 Minuten. Die
Visiten V1 und V3 sind anhand der Farben Lila (V1) und Orange (V3) zu erkennen. Jeder Messzeitpunkt ist
durch Darstellung eines Boxplots charakterisiert. Die Linien stellen den bestmdglichen Fit durch alle
Datenpunkte dar. V1 und V3 unterscheiden sich innerhalb der jeweiligen Parametern zu allen Zeitpunkten
signifikant (p <0,05 im gepaarten T-Test).
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Abbildung 10: Veranderung ausgewihlter Indices von V1 zu V3
Dargestellt ist die Verdnderung von Stoffwechselindices zwischen den Visiten V1 und V3. Analog zu einem
Boxplot sind die Mediane durch rote Punkte gekennzeichnet und das untere bzw. obere Quartil durch rote
Linien symbolisiert. Farbige Linien kennzeichnen den Verlauf der einzelnen ProbandInnen. Im gepaarten
T-Test erhielt die Verdnderung des OGIS-Index ein Signifikanzniveau von p <0,001. Im gleichen Test

erhielten die Verdnderungen der anderen Indices ein Signifikanzniveau von p <0,0001.
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Veranderungen von Glucagon und
Insulin im Rahmen der Diabetesremission
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Abbildung 11: Ausmaf? der Veridnderungen von Glucagon und Insulin nach MTT

Abgebildet ist die Verdnderung (V1-V3) der area under the curve (AUC) der Antwortkurven von Glucagon
und Insulin nach Aufnahme einer standardisierten Mahlzeit im MTT bei Responderinnen. Hauptmedia-
toren sind definiert als fiir die Verdnderung des einen Hormons in den oberen 2 Tertialen und des Anderen
im unteren Tertial ansdssig.
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Mogliche Vorhersagewerte

Es werden drei lineare Modelle prasentiert. Zwei von diesen haben als abhangige Variablen die
Glucoseantwort zu V3, einmal in Form der Niichternglucose als diabetesdefinierenden Faktor und
einmal die Area under the Curve (AUC) der Glucoseantwort des MTT als Reflektion der nahrungs-
abhangigen Glucoseverwertung. Das dritte Modell bezieht sich auf den PREDIM-Index zu V3 als
abhéngige Variable. Dieser Index wurde zur Modellierung ausgewdhlt, da er aufgrund seiner im
vorigen Abschnitt besprochenen hohen Korrelation zu den anderen Indices eine Zusammenschau
der von den Indices abgebildeten Stoffwechsellage bietet. Abhdngige Variablen wurden anhand
ihrer klinischen Relevanz und der Ergebnisse einfacher Korrelationsanalysen mit der entspre-
chenden Zielvariable ausgewdhlt. Da mogliche Vorhersagewerte identifiziert werden sollen,
konnen mit Ausnahme des Gewichtsverlustes innerhalb der ersten Woche alle Parameter bereits
zum Zeitpunkt V1 erhoben werden.

Multiples Lineares Modell zur Niichternglucose zum Zeitpunkt V3

Dieses lineare Modell hat als abhdngige Variable die Niichternglucose zu V3. Es ergaben sich
positive Regressionskoeffizienten fiir die Niichternglucose zu V1 (Bi =4,81,95 %-KI=1,97 - 7,65,
p =0,0017) und dem basalen Glucagon zu V1 (Bi =1,54,95 %-KI=-0,68-3,77,p=0,17). Lediglich
die Niichternglucose zu V1 erwies sich hierbei als signifikanter Faktor erwies. Signifikant negative
Regressionskoeffizienten ergaben sich fiir das Alter (fi = -7,2; 95 %-KI = -14,36 - -0,04, p = 0,049)
und den Gewichtsverlust nach einer Woche (Bi = -7,65; 95 %-KI = -14,68 - -0,62, p = 0,034). Ein
nicht signifikanter Effekt konnte der Diabetesdauer <4 Jahren (Bi =-6,75,95 %-KI=-16,57 - 3,07,
p=0,17),dem BMIzu V1 (Bi =-0,38; KI =-2,31-1,54, p = 0,69), sowie dem HOMA-IR zu V1 (Bi =-
0,62; KI =-3,1-1,87, p =0,62) zugeordnet werden. Dem weiblichen Geschlecht wurde in diesem
Modell der Regressionskoeffizienten B; = 0,51 (95 %-KI = -11,22 - 12,23, p = 0,93) zugewiesen,
welcher sich ebenfalls als nicht signifikant erwies. Das adjustierte R2 des Modells betragt 0,45
(Abbildung 12).
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Multiple lineare Regression
Nuchternglucose zu V3 als abhéngige Variable

Geschlecht © 1
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Abbildung 12: Multiple lineare Regression mit Niichternglucose zu V3 als abhingiger Variabel
An der Y-Achse finden sich die unabhdngigen Variablen unter Angabe ihrer jeweiligen Regressionskoef-

fizienten (f:) und deren 95 %-Konfidenzintervallen.
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Multiples Lineares Modell zur AUC-Glucose des MTT zu V3

Die abhingige Variable dieses linearen Modells ist die AUC der Glucose des MTT zu V3. Signifikant
positive Regressionskoeffizienten lieien sich berechnen fiir die Niichternglucose zu V1 (i = 9,3;
95 %-KI = 3,54 - 15,06, p = 0,0026). Einen grenzwertig nicht signifikanten positiven Regressions-
koeffizienten wurde fiir das basale Glucagon zu V1 berechnet (Bi =4,48; 95 %-KI =-0,02 - 8,99, p
=0,051). Eine positive, jedoch nicht signifikante Tendenz stellte sich fiir das weibliche Geschlecht
dar (fi = 7,21; 95 %-KI = -16,58 - 31,01, p = 0,54). Signifikant negative Regressionskoeffizienten
konnten fiir die Diabetesdauer <4 Jahre beobachtet werden (Gi =-21,71; 95 %-KI =-41,63 - -1,79,
p = 0,034). Nicht signifikante Regressionskoeffizienten mit negativer Tendenz konnten dem Alter
(Bi=-12,01; 95 %-KI =-26,52 - 2,52, p = 0,1), dem Gewichtsverlust nach einer Woche (fi=-13,12;
95 %-KI =-27,38 - 1,14, p = 0,07) sowie dem BMI zu V1 (i =-2,52; 95 %-KI = -6,43 - 1,29, p = 0,2)
zugeordnet werden. Das adjustierte Rz des Modells betragt 0,54 (Abbildung 13).

Multiple lineare Regression
Area under the curve der Glucose zu V3 als abhangige Variable
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Abbildung 13: Multiple lineare Regression mit AUC Glucose zu V3 als abhidngiger Variabel

An der Y-Achse finden sich die unabhdngigen Variablen unter Angabe ihrer jeweiligen Regressionskoef-
fizienten () und deren 95 %-Konfidenzintervallen.
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Multiples Lineares Modell zum PREDIM-Index zu V3
In diesem linearen Modell wird der PREDIM-Index zu V3 als abhéngige Variable mit den
erlduternden Variablen Geschlecht, PREDIM zu V1, Alter, Diabetesdauer, Gewichtsverlust nach
einer Woche und BMI zu V1 in Verbindung gebracht.

Einen signifikant positiven Regressionskoeffizienten wurde dem Gewichtsverlust nach einer
Woche zugeordnet (i = 0,26; 95 %-KI = 0,05 - 0,47, p = 0,016). Mit einem signifikant negativen
Regressionskoeffizienten flie3t der BMI zu V1 in die Modelrechnung ein (fi = -0,08; 95 %-KI = -
0,13 - 0,02, p = 0,01). Positive, jedoch nicht signifikante Regressionskoeffizienten wurden der
Diabetesdauer <4 Jahren (Bi =0,04; 95 %-KI =-0,25 - 0,47, p = 0,77), sowie dem PREDIM-Index
zu V1 (Bi = 0,5; 95 %-KI = -0,16 - 1,17, p = 0,13) zugeordnet. Marginale negative Regressions-
koeffizienten erhielten das weibliche Geschlecht (Bi =-0,11; 95 %-KI =-0,41 - 0,18, p = 0,44) und
das Alter (Bi =-0,1; 95 %-KI =-0,32 - 0,12, p = 0,35). Das adjustierte R des Modells betragt 0,42
(Abbildung 14).

Multiple lineare Regression
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Abbildung 14: Multiple lineare Regression mit PREDIM zu V3 als abhéngiger Variabel

An der Y-Achse finden sich die unabhdngigen Variablen unter Angabe ihrer jeweiligen Regressionskoef-
fizienten (fi) und deren 95 %-Konfidenzintervallen.
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Stimulationsassays

Die Funktionalitat primar myeloider Zellen des angeborenen Immunsystems als Antwort auf die
Stimulation mit entsprechenden TLR-Stimuli wurde in den Konzentrationsleveln diverser Cyto-
und Chemokine dargestellt

Die stiarkste Cytokinausschiittung folgte auf die Stimulation mit LPS (5,3 + 6,5 In(pg/ml)) und
R848 (5,05 £ 5,84 In(pg/ml)). R837 (4,48 *+ 4,96 In(pg/ml)) stimulierte ebenfalls leicht starker als
die Stimuli PGN (4,42 + 5,05 In(pg/ml)) und cAMP (4,33 * 4,83 In(pg/ml)). Am wenigsten stark
fiel die Cytokinantwort in der Kontrollgruppe aus (4,31 * 4,92 In(pg/ml)). Die angegebenen Werte
sind tliber die Cytokinauswahl gemittelt und dienen lediglich der Orientierung. Das Bild bestatigt
sich jedoch auch nach Aufschliisselung der jeweiligen Cytokine und Visiten (Abbildung 15).

Die Cytokinantworten blieben den zeitlichen Verlauf iliber stabil im Ausgangsniveau. Nicht
signifikante Trends zeigten sich bei Betrachtung der relativen Verdnderung im Vergleich zur
Negativkontrolle insbesondere nach Stimulation mit LPS und R848 bei den Cytokinen IL-1[3, MIP-
1B und IFN-a (Abbildung 15). So waren die Konzentrationen im Vergleich zur Negativkontrolle
von IL-1 nach Stimulation mit LPS, R837 und R848 zu V2 maximal erh6ht, wohingegen sich keine
Anderungen zu den Zeitpunkten V1 und V3 in den Konzentrationsleveln aufzeigten (Tabelle 6).
Ein dhnliches Muster zeigte die Konzentrationsanderung des Cytokins MIP-13, welches nach
Stimulation mit LPS, R837 und R848 zu V2 maximal erhéht war (p >0,05). Zu V1 und V3 waren
keine signifikanten Konzentrationsdnderungen zu beobachten. Ein inverses Verhalten zeigte das
Cytokin IFN-a in der Konzentrationsanderung im Vergleich zur Negativkontrolle nach Stimulation
mit R848 und R837. Hier war zu V2 eine geringere Konzentrationsdnderung als zu den anderen
Visiten zu beobachten. Uber alle Zeitpunkte im Vergleich zur Negativkontrolle erhéht, jedoch ohne
erkennbares Muster stellten sich die Konzentrationen der Cytokine TNF-a und MIP-1-a in den
Stimulationen mit LPS und R848 dar. Signifikante Anderungen der Konzentrationen im Vergleich
zur Negativkontrolle (Fold change) ergaben sich fiir IL-1 nach Stimulation mit LPS und R848,
MIP-18 nach Stimulation mit LPS, R848 und R837 und IFN-a nach Stimulation mit R848 und R837
(letzteres nur zu V2) (Tabelle 6). Die Konzentrationsanderungen aller erhobenen Cytokine nach
Stimulation mit PGN und cAMP blieben zu den drei Zeitpunkten unverandert (<0,3 bzw. > -0,6; p
>0,05).
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Abbildung 15: Cytokinsekretion nach
Stimulation mit diversen TLR-Agonisten

(a) Spiderplots zeigen die Cytokinkonzentra-
tionen im Serum nach Stimulation mit dem
entsprechenden TLR-Stimulus bzw. der Negativ-
kontrolle. Die Konzentrationen sind als logarith-
mierte Werte dargestellt (In). Die urspriingliche
Einheit ist pg/ml. (b) Boxplots zeigen die dem
jeweiligen Stimulus zugehdrige, relative Verdn-
derung der Cytokinkonzentration im Vergleich
zur Negativkontrolle. Auf die Abbildung von
Ausreifsern (Definiert als X <Qi-1,5*IQR; X
>Q3+1,5*IQR) wurde verzichtet. Die Mess-
zeitpunkte sind farblich kodiert (Violett = V1;
Pink = V2; Orange = V3).
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Relevante Konzentrationsianderungen im Vergleich zur

Negativkontrolle
Cytokin  Stimulus V1 V2 V3
IL-1B8 LPS 7,93 £9,09 (**) | 11,99+£9,07 (**) |4,13+3,33 (**%)
IL-1B8 R848 1,03 £ 1,01 (**) | 1,68+2,26 (*) 1061%1,25 (**)
MIP-18  LPS 2626 £1824 (***) | 34,06+31,16 (***) | 32,7£29,38  (***)
MIP-13  R837 4,26 5,29 (**) | 6,64%6,58 (**) |23%4,96 *
MIP-13  R848 21,33 £18,67 (***) | 27,9423,47 (**) | 22,12£26227 (***)
IFN-a R837 0,47 £1,355 (ns) |0,19%1,6 (*) | 047+0,64 (ns)
IFN-a R848 20,27 £14,43  (***) | 8,17 £ 15,2 (**) |21,78+13,98 (*)
TNF-a LPS 6,52 + 3,83 (***) | 6,92 5,07 (**) | 13,17£1584 (**)
TNF-a R848 4,51+ 4,15 (***) | 4,69 £ 4,15 (**) | 4,65+4,54 ()

Tabelle 6: Relevante Konzentrationsanderungen im Vergleich zur Negativkontrolle

Dargestellt sind relevante Konzentrationsdnderungen relativ zur Negativkontrolle (fold change) von Cytokinen,
gemessen nach Stimulation mit dem angegebenen Stimulus unter Angabe des Medians + IQR (Vergleich Abbil-
dung 4b). Angabe des Signifikanzniveaus in Klammern. Berechnung der Signifikanzniveaus mittels Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test in Bezug auf die Negativkontrolle des entsprechenden Cytokins zum jeweiligen Zeitpunkt.
p >0,05™, p <0,05%, p <0,01",p <0,001™, p <0,0001""".

Immunzellphidnotypisierung mittels FACS

Vollblutfarbung - Lineage Panel

Anhand des Lineage Panels wurden die relativen Gréfien der Zellpopulationen CD3+ T-Zellen,
CD3+CD4+ T-Hellferzellen, CD16* Granulozyten und CD19+ B-Zellen im Blut bestimmt und
Veranderungen dieser Zellpopulationen iiber die Zeit (V1, V2, V3) festgehalten.

Es ergaben sich diesbeziiglich keine signifikanten Verdnderungen in der relativen Grofie der
analysierten Zellpopulationen. So stellte die Population der CD3+ T-Zellen iiber die Zeit einen
prozentualen Anteil von 45,95 + 12,8 % (V1), 43,39+ 11,59 % (V2) und 47,1 + 14,4 % (V3) relativ
zur Gesamtzahl der CD45* Leukozyten dar (Abbildung 16). Die Subpopulation der CD4+ T-
Helferzellen stellte einen prozentualen Anteil von 66,6 + 8,08 % (V1), 65,84 + 8,71 % (V2)
beziehungsweise 65,78 £ 1 % (V3) der CD3+ T-Zellen dar (Abbildung 16). Der prozentuale Anteil
der CD19+ B-Zellen an den CD3- Leukozyten betrug nahezu unverdndert 19,33 = 1,19 % (V1),
18,86 £+ 1,4 % (V2) und 20,38 + 1,27 % (V3) (Abbildung 17). An den CD3- Leukozyten stellten
Granulozyten einen prozentualen Anteil von 27,5 * 2,04 % (V1), 26 £ 2,21 % (V2) und 29,71 *
2,68 % (V3) (Abbildung 18).
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T-Zellen und Anteil an T-Helferzellen

60% 1

40%

20%

0%
V1 V2 V3

Visite

Prozent von
Leukozyten

[l cp3+ [l cD3+ CD4+

Abbildung 16: Prozentualer Anteil der CD3+ T-Zellen und CD3+CD4+ T-Helferzellen im Blut
Abgebildet ist der prozentuale Anteil von CD3* T-Zellen und CD3*CD4* T-Helferzellen an der Gesamtheit
der CD45* Leukozyten iiber die drei Zeitpunkte V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen
iiber die Zeit zu beobachten.
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der CD19+ B-Zellen im Blut

Abgebildet ist der prozentuale Anteil der CD19+ B-Zellen an der Gesamtheit der CD3- Leukozyten tiber die
drei Zeitpunkte V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen tiber die Zeit zu beobachten.
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Abbildung 18: Prozentualer Anteil der CD16* Granulozyten im Blut

Abgebildet ist der prozentuale Anteil der CD16* Granulozyten an der Gesamtheit der CD3- Leukozyten iiber
die drei Zeitpunkte V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen iiber die Zeit zu beobachten.

Monozytenpanel

Mittels des Monozytenpanels wurde die relative Grofle der Monozyten- und deren Subpo-
pulationen abgebildet. Anhand der Marker CD80, CD86, HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ wurde der
Aktivierungsgrad der Monozytensubpopulationen beschrieben. Das Monozytenpanel erlaubt so
eine detaillierte Aufschliisselung der Monozyten im Blut. Aufgrund der Zusammenhinge von
insbesondere Monozyten und Makrophagen und der Pathogenese lebensstilbedingter Erkran-
kungen wurde sich auf den Zelltyp der Monozyten fokussiert (siehe Abschnitt Immunologische
Aspekte der Pathogenese des T2DM).

Ein der Dynamik des Lineage Panel vergleichbares Bild ergab auch die Auswertung der Mono-
zytenfarbung. So stellten Monozyten {iber die Zeit nahezu unverdndert einen prozentualen Anteil
von 4,56 + 3,94 % (V1), 5,13 * 4,25 % (V2) sowie 5,99 * 3,98 % (V3) an der PBMC-Population dar
(Abbildung 19). Anhand der Marker CD14 und CD16 lassen sich Monozyten in die
Subpopulationen der Kklassisch aktivierten (CD14+ CD16-) und alternativ aktivierten (CD14-
CD16*) Monozyten einteilen [47]. Klassisch aktivierte Monozyten stellten iiber die Zeit einen
prozentualen Anteil von 41,85 * 20 % (V1), 40,22 + 27 % (V2) sowie 33,62 + 20,87 % (V3) dar.
Alternativ aktivierte Monozyten stellten einen prozentualen Anteil von 12,41 + 7,64 % (V1), 15,1
+10,95 % (V2) und 16,74 + 9,56 % (V3) dar (Abbildung 20). Die Analyse der Aktivierungsmarker
CD80, CD86 sowie HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ in den beiden Monozytenpopulationen,
gemessen durch die mean fluorescence intensity (MFI), erbrachte keine signifikanten Veran-
derungen tUber die Zeit (Abbildungen 21, 22).
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Abbildung 19: Prozentualer Anteil Monozyten im Blut

Abgebildet ist der prozentuale Anteil aller Monozyten an der Gesamtheit der PBMCs tiber die drei Zeit-
punkte V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen tiber die Zeit zu beobachten.
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Abbildung 20: Prozentualer Anteil der verschiedenen Monozytenpopulationen im Blut
Abgebildet ist der prozentuale Anteil der alternativ aktivierten (lila), intermedidren (pink) und klassisch
aktivierten (gelb) Monozytenpopulationen an der Gesamtheit der Monozyten tiber die drei Zeitpunkte V1,
V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen iiber die Zeit zu beobachten.
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Aktivierungsmarker CD80/86 auf Monozyten
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Abbildung 21: MFI der Aktivierungsmarker CD80 und CD86

Abgebildet ist die MFI der Aktivierungsmarker CD80 und CD86 auf alternativ bzw. klassisch aktivierten
Monozyten zu den drei Zeitpunkten V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen iiber die Zeit
zu beobachten.
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Abbildung 22: MFI der Aktivierungsmarker HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ

Abgebildet ist die MFI der Aktivierungsmarker HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ auf alternativ bzw. klassisch
aktivierten Monozyten zu den drei Zeitpunkten V1, V2 und V3. Es waren keine signifikanten Anderungen
liber die Zeit zu beobachten.

54



RNA-Sequenzierung

Mittels ,3'mRNA-Seq“ wurde die Genexpression zirkulierender Monozyten von 27
StudienteilnehmerInnen untersucht. Die ,Core Unit for Bioinformatics Data Analysis“ des
Institutes fiir Medizinische Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Universitdt Bonn, welche
die statistische Aufarbeitung des Datensets vornahm, bestétigte die hohe Qualitat der Proben. Mit
einem unbiased und explorativen Ansatz wurden potentielle Cluster zu identifizieren, die mit
Veranderungen im Genexpressionsprofil in Bezug auf Eigenschaften wie dem Probenentnahme-
zeitpunkt, dem Geschlecht oder der Veranderung von Stoffwechselparametern in Zusammenhang
stehen. Parameter, die neben Zeitpunkt und Geschlecht in diese Modellierungen einflossen waren
Veranderungen des HbA1lc, HOMA-IR, Matsuda-Index, CRP, der Leukozytenzahl, des BMI sowie
des prozentualen Korperfettanteils.

Es konnte unter Anwendung der genannten Parameter kein statistisches Modell entwickelt
werden, welches die Identifikation von unterschiedlichen Genexpressionsclustern zu den
verschiedenen Zeitpunkten V1, V2 und V3 erlaubte.

Das vorgestellte Modell beschreibt die Veranderungen der Genexpression in Monozyten
zwischen den einzelnen Visiten (Abbildung 23) sowie die Verdnderung der 15 von V1 zu V2
(Abbildung 23A) am starksten verdnderten Gene iiber den gesamten Zeitverlauf unter Beachtung
des Geschlechts der Studienteilnehmerlnnen (Abbildung 24).

Unter der Annahme, dass biologisch bedeutsame Genexpressionsidnderungen neben dem
statistisch signifikanten Unterschied auch eine Anderungsrate in wesentlichem Mafe benotigen,
wurden nur Gene als relevant definiert, die zwei Guitekriterien erfillten. Erstens mussten solche
Gene ein p <0,05 im gepaarten T-Test nach Benjamini-Hochberg-Korrektur aufwiesen. Zweitens
musste die Anderungsrate auf3erhalb von -1 und 1 des zur Basis 2 logarithmierten fold changes
der Genexpression zwischen den betrachteten Zeitpunkten liegen.

Diese beiden Kriterien trafen im Vergleich der Zeitpunkte V1 und V2 fiir die Gene ,LTF“ und
+RMD1“ zu. Der log;(fold change) beider Gene war <-1, was bedeutet, dass die beiden Gene zu V2
in geringerem Maf3e als zu V1 exprimiert wurden. Das Gen ,LTF“ erwies sich auch zum Zeitpunkt
V3 im Vergleich zu V1 als relevant herabreguliert, nicht jedoch im Vergleich der Zeitpunkte V2
und V3 (Abbildung 23).

Neben den beiden genannten Genen wiesen keine weiteren Gene signifikante Anderungen in
ausreichendem Umfang auf. Durch die Aufschliisselung der standardisierten Genexpression der
Gene mit den relevantesten Veranderungen nach den drei Untersuchungszeitpunkten (V1, V2, V3)
und dem Geschlecht der Studienteilnehmerlnnen lief3 sich keine weitere Clusterbildung
erreichen. Dies ist beispielhaft an den 15 am relevantesten verdnderten Genen aus dem Vergleich
V1 zu V2 gezeigt (Abbildung 24). Weder die Erweiterung dieser Genliste auf die 30 am relevan-
testen veranderten Gene, noch die Anwendung auf die entsprechenden Gene der Vergleiche V2 zu
V3 und V1 zu V3 liefden Clusterbildung zu, sondern ergaben ein zu Abbildung 24 analoges Bild.
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Abbildung 23: Genexpressionsidnderung zwischen den Visiten

Volcano-Plots zeigen die Signifikanz der Genexpressionsdnderung (Signifikant = FDR-adj. p < 0,05) gegen
das Ausmaf3 der Genexpressionsinderung (bedeutsame Anderungen wurden definiert als logz(fold change)
>1v. <-1). Die vier sich daraus ergebenen Kombinationsméglichkeiten sind farblich kodiert:

Grau = Unbedeutsame, nicht signifikante Genexpressionsdnderung;

Schwarz = Bedeutsame, nicht signifikante Genexpressionsdnderung;

Orange = Unbedeutsame, signifikante Genexpressionsdnderung;

Rot = Bedeutsame, signifikante Genexpressionsdnderung.

A) Vergleich der Genexpression der Zeitpunkte V1 und V2; B) Vergleich der Genexpression der Zeitpunkte
V2 und V3; C) Vergleich der Genexpression der Zeitpunkte V1 und V3
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Expressionsanderung ausgewdahlter Gene aufgeschliisselt nach
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Abbildung 24: Expressionsinderung ausgewihlter Gene aufgeschliisselt nach Geschlecht und
Visite

Dargestellt ist die standardisierte Genexpression auf einer Farbskala von dunkelrot zu dunkelblau der 15
Gene, deren Anderung sich im Vergleich V1-V2 am signifikantesten und stdrksten zeigte (Abbildung 23A).
Zeilen symbolisieren die Gene, Spalten die Proben. Die beiden Kopfzeilen visualisieren die Aufschliisselung
der Proben nach Geschlecht (w; m) und Visite (V1; V2; V3). An der X-Achse sind die IDs der Studien-
teilnehmerinnen aufgetragen.

Diskussion

Diabetesremission

Unsere Ergebnisse zeigen die umfassenden metabolischen Verdnderungen auf, die mit dem
Erreichen einer durch dreimonatige hypokalorische Diat herbeigefiithrten Diabetesremission
einhergehen. 85% der Studienteilnehmerlnnen waren nach Abschluss der Intervention per
Definition von ihrer Diabeteserkrankung befreit. Da vor Beginn der Interventionsphase alle
antidiabetischen Medikamente abgesetzt und mogliche Storfaktoren wie verstarkte korperliche
Aktivitat ausgeschlossen wurden, kann fiir diesen Effekt die Intervention als allein ursachlich
angesehen werden. Diesen Erfolg erzielten die ProbandInnen unter realitdtsnahen Bedingungen,
da sie wahrend des Interventionszeitraums ihren gewohnlichen Aktivititen nachgingen und
lediglich periodisch visitiert und telefonisch kontaktiert wurden. Auch das Angebot, die
Studienambulanz bei Bedarf zu besuchen, geht nicht iiber die Méglichkeiten in der hausarztlichen
Versorgung hinaus und spiegelt somit ebenfalls realititsnahe Bedingungen wieder. Wir konnten
mit dieser Arbeit zeigen, dass die Diabetesremission durch Erndahrungsintervention mittels
Formuladiét ein realistisches, sicheres und niederschwellig durchzufiithrendes Therapiekonzept
ist. Dieses Ergebnis bestatigt die Resultate der ,DiRECT"-Studie, in der 86% der Teilnehmer, die
nach 12 Monaten =15 kg abgenommen haben, ihren Diabetes verloren [25]. Der mittlere
Gewichtsverlust in unserer Studienpopulation betrug 15,06 * 5,58 kg, was sich mit den genannten
Resultaten deckt. Einzig der Zeitpunkt der Datenerhebung lag in unserer Studie bereits 3 Monate
nach Beginn der Intervention im Vergleich zu 12 Monaten bei ,DIRECT“ [25]. Mutmaf3lich wird
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sich die Gruppe mit derart ausgepragten Gewichtsverlust iiber die 9 Monate Differenz etwas
verkleinern, und den Erfolg unseres Follow-Up Angebotes definieren.

14,01 + 3,87 kg des verlorenen Gewichts innerhalb der Studienkohorte entfiel auf das Kompar-
timent des Fettgewebes und lediglich 1,78 + 2,48 kg auf die fettfreie Masse. Prozentual
ausgedriickt verkleinerte sich das Fettkompartiment um 8,16 + 3,08 % und das fettfreie
Kompartiment nahm um den entsprechenden Anteil zu (Tabelle 5). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die StudienteilnehmerInnen kaum an Muskelmasse verloren und unterstiitzt die bereits in der
,Twin Cycle Hypothesis“ postulierte Bedeutung des Verlustes von Fettmasse bei der
Diabetesremission [31-34]. In Bezug auf die Hypothese ware es interessant, das Fettkompar-
timent weiter zu spezifizieren und den Anteil des hepatischen Fettverlustes zu bestimmen. Dies
konnte in einer Folgestudie durch magnetresonanzspektroskopische Leberfettbestimmung
untersucht werden. Einen Hinweis auf eine starke Abnahme des Leberfettgehalt der Studien-
teilnehmerlnnen bieten die signifikant gefallene ALT und gGT, welche als Pradiktoren des
intrahepatischen TAG-Gehalts herangezogen werden kdnnen [82-84]. Ebenfalls in diese Richtung
weisen die signifikant gefallenen Indices FLI und NAFLD-FLS, anhand derer der Leberfettgehalt
vorhergesagt werden kann [77, 78]. Gemaf3 der beiden Indices verringerte sich die Gruppe der
StudienteilnehmerInnen mit erhohtem Leberfettgehalt wahrend der Intervention von 33 auf 16
(FLI) bzw. von 37 auf 19 (NAFLD-FLS) StudienteilnehmerInnen. Die Indices unterscheiden sich
hinsichtlich der Methodik zur Erfassung des Leberfettgehaltes sowie der Interpretation der
Ergebnisse, weshalb sie schwer direkt zu vergleichen sind. Beide spiegeln jedoch eine starke
Abnahme des Leberfettgehaltes im Verlauf der Intervention wieder und erhdrten so die Annahme,
der Verlust von Leberfett spiele eine zentrale Rolle in der Diabetesremission.

Auffallend ist, dass 66% der Non-Responderinnen eine Diabetesdauer >8 Jahre hatte und
lediglich 33% eine Erkrankungshistorie <4 Jahre. Dies wohlbeachtet, obwohl die Gruppe
sDiabetesdauer >8 Jahre mit 12 aus 39 (30,77%) in unserer Studienpopulation unter-
reprasentiert war. Die OR fiir das Erreichen der Remission in der Gruppe ,Diabetesdauer >8
Jahren“ war ebenfalls deutlich erniedrigt (0,16), wenn auch nicht signifikant (95 %-KI = 0,02-1,04;
p = 0,06). Die fehlende Signifikanz ist hier vermutlich der kleinen Gruppengréfie der
,Diabetesdauer >8 Jahren“ geschuldet. Der Unterschied der beiden Gruppen wird noch deutlicher
bei Betrachtung der strengeren Definition des Pradiabetes. Dass hier 100% der Gruppe mit
Diabetesdauer >8 Jahren die Krankheitskriterien erfiillten und lediglich 15 aus 27 (55,56%) der
Gruppe mit Diabetesdauer <4 Jahren, weist eindeutig auf ein mit steigender Erkrankungsdauer
absinkendes Rekuperationsvermdgen des Glucosestoffwechsels hin. Die OR fiir das Erreichen
dieser strengeren Krankheitsdefinition war flir die Gruppe mit Diabetesdauer >8 Jahren im
Vergleich zur Gruppe mit Diabetesdauer <4 Jahren signifikant herabgesetzt (OR = 0,05; 95 %-KI
= 0,00 - 0,92; p <0,05). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit weiteren Studien, in denen
ResponderInnen eine durchschnittliche Diabetesdauer von 3,8 Jahre + 1 Jahr hatten gegeniiber
9,8 Jahre * 1,6 Jahre bei Non-ResponderInnen [24]. In einer weiteren Arbeit erreichten 87% einer
Gruppe mit Diabetesdauer <4 Jahren die Remission und lediglich 50% einer Gruppe mit
Diabetesdauer >8 Jahren [23].

Die Ergebnisse der MTTs lassen Riickschliisse auf die Mechanismen hinter der Diabetes-
remission zu. Im Gegensatz zu den haufig verwendeten intravendsen Clamps oder oralen
Glucosetoleranztests zur Determination der Insulinsekretion liefert der MTT durch die oral
eingenommene vollwertige Mahlzeit physiologische Untersuchungsbedingungen. So kann durch
den MTT auch der Einfluss von Aminosduren oder Inkretinhormonen auf die Insulinausschiittung
berticksichtigt werden. Im Vergleich mit den anderen Testmoglichkeiten geht der MTT ebenfalls
mit einer herabgesetzten Gefahr einer Stoffwechselentgleisung einher [85].
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Die Antwortkurven der Hormone Insulin und Glucagon auf Stimulation durch die zugefiihrte
Mahlzeit spiegeln die deutlich verbesserte Stoffwechselsituation wieder. Zu allen Zeitpunkten
lagen die Kurven der Visite V3 signifikant unter denen der Visite V1. Bei den Kurven des Hormons
Glucagon ist dies sogar in ausgeprigterem Mafie als beim Insulin zu beobachten (Abbildung 9).
Beeintrachtigungen im Glucagonstoffwechsel kénnen bei Patientlnnen mit T2DM beobachtet
werden und neue Therapeutika wie Dipeptidyl-Peptidase-4-Inhibitoren oder Glucagon-like
peptide-1-Rezeptor Agonisten vermitteln ihre antidiabetische Wirkung zum Teil tiber Effekte auf
den Glucagonspiegel [86]. Glucagon kommt folglich eine zentrale Rolle in der Pathogenese des
T2DM zu und, wie unsere Ergebnisse vermuten lassen, auch in dessen Remission.

Unseres Wissens nach hat bislang keine Studie die Auswirkungen der hormonellen Anderung
von Glucagon auf die Diabetesremission untersucht, da sich bisherige Arbeiten auf die
Verbesserung der Insulinsekretion fokussierten und nicht mit dem MTT gearbeitet wurde [16,
28]. Der MTT hingegen eignet sich aufgrund der oralen Aufnahme einer komplexen Mahlzeit in
besonderem Mafie zur Detektion der Glucagonantwort [87]. Interessanterweise konnten wir bei
einigen Responderlnnen eine stark verbesserte Antwort des Glucagons bei gleichzeitig
unverdnderter Insulinantwort beobachten. Andere ResponderInnen zeigten das gegenteilige Bild
(Abbildung 11). Dies wirft die Frage auf, ob die Diabetesremission tiber zwei verschiedene Achsen
vermittelt werden kann. Zum einen iiber einen verbesserten Glucagonstoffwechsel bei nahezu
unverdnderten Insulinstoffwechsel oder zum anderen iiber die gegensatzliche Kombination aus
starken Verdnderungen in der Insulinantwort gegenliber schwachen in der Antwort des
Glucagons. Aktuell von uns durchgefiihrte Analysen deuten in diese Richtung und werden in Kiirze
in einer weiteren Arbeit detailliert beschrieben.

Durch die Berechnung von Stoffwechselindices aus den Ergebnissen des MTT konnten die
Veranderungen in Insulinsensitivitit bzw. -resistenz sichtbar gemacht werden. Der Index HOMA-
IR wird typischerweise mit der hepatischen Insulinresistenz in Verbindung gebracht [88]. Die
anderen errechneten Indices (Stumvoll, Matsuda, OGIS, PREDIM) dienen der Abbildung der
peripheren Insulinsensitivitit bzw. der im hyperinsulindmisch, euglykdmischen Clamp als
Goldstandard zur Messung der Insulinsensitivitit erhobenen Glucose-Infusionsrate (M-value)
[73-76, 89]. Um die Prazision der Berechnung zu erhéhen wurden verschiedene Indices
ausgewahlt und miteinander korreliert. Die hohe Korrelation legt nahe, dass die Indices trotz ihrer
unterschiedlichen Berechnungen das Stoffwechselgeschehen addquat und einheitlich abbilden.

Die signifikante Verbesserung der hepatischen Insulinresistenz, abgebildet durch den HOMA-IR,
weist ein weiteres Mal auf die Schliisselrolle der Leber in der Pathogenes des T2DM und der
Diabetesremission hin und stiitzt die Idee der , Twin cycle Hypothesis®, dass durch eine Abnahme
des Leberfettgehaltes die hepatische Insulinresistenz abnimmt [31]. Dies erscheint auch vor dem
Hintergrund, dass die hepatische Insulinresistenz mafigeblich durch Akkumulation von
Fettsduren in Hepatozyten vermittelt wird, plausibel [35]. In Bezug auf die Diabetesremission
konnte die Abnahme des Leberfettgehaltes durch konsekutive Abnahme des Exportes von
Fettsduren als Treiber der Rekuperation von [-Zellen wahrend der Diabetesremission
identifiziert werden [90]. Eine weitere Arbeit fand die Abnahme von Leber- und pankreatischen
Fett sogar als notwendige Bedingung fiir das Erreichen der Diabetesremission [28].

Durch die Indices Stumvoll, Matsuda, OGIS und PREDIM konnten wir die signifikante
Verbesserung der Ganzkorper-Insulinsensitivitat im Rahmen der Diabetesremission zeigen. Diese
Ergebnisse decken sich mit fritheren Studien, in denen die verbesserte Insulinsekretion und
periphere Insulinsensitivitit bei Diabetesremission beschrieben wurden [16, 24].

Wie viele Krankheitsdefinitionen setzt auch die des T2DM einen harten Cutoff in ein Kontinuum
zwischen guter und schlechter Kontrolle der Erkrankungsparameter. Die Ergebnisse zur
Insulinsensitivitdt - wie im Ubrigen auch die der anderen klinischen Parameter - zeigen, wie
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ebenso diejenigen von der Intervention profitieren, die der Kategorie der Non-Responderinnen
zugeordnet wurden und konnen als Argument fiir ein dynamischeres Verstandnis von Krankheit
und Genesung aufgefasst werden.

Blutdruckverianderungen

Arterielle Hypertonie ist eine mit T2DM assoziierte Erkrankung, die bei iiber zwei Dritteln der
an T2DM erkrankten Patientlnnen vorliegt [91]. Patientlnnen mit T2DM und arterieller
Hypertonie haben ein signifikant erhdhtes Risiko sowohl fiir mikrovaskulare (diabetische
Retinopathie oder Albuminurie) als auch makrovaskulare (Myokardinfarkt oder Schlaganfall)
Komplikationen im Vergleich zu PatientInnen mit T2DM ohne arterielle Hypertonie [91].

Eine gute Blutdruckkontrolle ist essenziell in der Therapie des T2DM, weshalb wir in unserer
Studie die Blutdruckverldufe der ProbandInnen aufgezeichnet haben. Aufgrund der im Vorfeld
berichteten Erfahrungen beziiglich Umsetzbarkeit und Sicherheit, wurden die
StudienteilnehmerInnen dazu angehalten, ihre medikamentdse antihypertensive Therapie mit
Beginn der Intervention abzusetzen, sofern eine solche bestand [27, 92].

Bemerkenswerterweise sank der Blutdruck bereits innerhalb der ersten Woche nach Beginn der
Nahrungsrestriktion signifikant, wohingegen sich signifikante Gewichtsverluste erst zu einem
spateren Zeitpunkt einstellten. Signifikante Gewichtsverluste ergaben sich im Vergleich der
Zeitpunkte V1-V3 und V2-V3. Signifikante Blutdruckdnderungen hingegen zwischen V1-V2 und
V1-V3, nicht jedoch zwischen V2-V3. In diesem Zeitraum (V2-V3) jedoch, verloren die
PatientInnen das meiste Gewicht (Abbildung 6). Diese Beobachtungen legen eine gewisse
Entkopplung der Blutdruckidnderung von der Anderung des Gewichtes nahe. Die Assoziation von
Bluthochdruck und Adipositas konnte durch epidemiologische Untersuchungen im Rahmen der
,Framingham Heart Study* bereits friih belegt werden [93]. Uber den Gesamtzeitraum betrachtet
zeigt sich diese Assoziation auch in unserem Studienkollektiv. So verbesserten sich die
ProbandInnen gemessen am systolischen Blutdruck iiber den Untersuchungszeitraum im Mittel
von der Blutdruckkategorie ,Hochnormal“ zu ,Normal“, begleitet von einer Verbesserung der
Adipositaskategorien von ,Adipositas Grad I1“ zu ,Adipositas Grad 1" [94, 95].

Die bei uns aufgetretene Entkopplung des frithen Blutdruckabfalls vom Gewichtsverlust kann
auch bei PatientInnen nach bariatrischer Chirurgie beobachtet werden, bei denen sich ebenfalls
ein signifikanter Blutdruckabfall vor einem signifikanten Gewichtsverlust einstellt [96]. Es gibt
fiir dieses Phanomen verschiedene Erklarungsansatze.

Ein moglicher Mechanismus besteht in einer den Blutfluss beeintriachtigenden Kompression
zufithrender renaler Gefafe durch ektope Fettablagerungen und somit Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) mit konsekutiver Blutdrucksteigerung [97]. Die
Mobilisierung dieser Fettdepots und damit Entblockade der Nieren wiirde sich potentiell nicht in
einer signifikanten Anderung des Gesamtkdrpergewichts wiederspiegeln und konnte den frithen
Blutdruckabfall erklédren.

Eine weiterer, viel diskutierter Erklarungsansatz von adipositasinduzierter Hypertonie besteht
in der Aktivierung des sympathischen Nervensystems durch verschiedene Aspekte der Adipo-
sitaserkrankung. So fiihren beispielsweise Insulinresistenz, vermehrte Freisetzung von Insulin
und Leptin sowie das bei Adipositas oft als Begleiterkrankung auftretende obstruktive
Schlafapnoe-Syndrom zur Sympathikusaktivierung und somit Blutdrucksteigerung [96].

Von diesen Faktoren steht das hauptsachlich von Adipozyten sezernierte Hormon Leptin im
Fokus aktueller Forschung, welches physiologischer Weise zentral eine herabgesetzte Nahrungs-
aufnahme und vermehrte Energiebereitstellung vermittelt. Uber eine Sympathikusaktivierung
nimmt es jedoch auch eine kritische Rolle in der Vermittlung von adipositasbedinger Hypertonie
ein [98, 99]. Im Hinblick auf die durch akute Energierestriktion vermittelten Blutdruckeffekte
konnte sich Leptin als Schliisselfaktor erweisen. So zeigt das Hormon nach Energierestriktion
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durch bariatrische Chirurgie einen weit liber den Gewichtsverlust hinausgehenden, schnellen
Abfall [96]. Ergebnisse aus Studien an bariatrisch operierten PatientInnen sind nicht mit unserem
Studiendesign gleichzusetzen. Nichtsdestotrotz sind solche Studien aufgrund fehlender ander-
weitiger Daten wohl die der Unseren am nachsten kommend. Fiir die Zukunft wire es dufderst
interessant, die Leptindynamiken im Rahmen der konservativen Diabetesremission aufzu-
zeichnen.

Mogliche Vorhersagewerte

Die konservative Diabetesremission durch hypokalorische Formuladiat stellt ein relativ neues
Therapiekonzept dar, welches sowohl von Betroffenen als auch von therapeutischer Seite aus teils
kritisch betrachtet wird. Zwar konnte herausgearbeitet werden, dass die didtetische
Interventionsphase fiir Teilnehmerlnnen einfacher verlauft als urspriinglich erwartet, stieg der
Bedarf an Unterstiitzung doch iiber das vorausbestehende Niveau an. Als motivierend fiir
Teilnehmende stellte sich der schnelle Gewichtsverlust sowie die Verbesserung der Parameter
des T2DM heraus [22, 100, 101]. Besondere Bedenken hatten Therapeutlnnen beziiglich des
Absetzens von antidiabetischer und antihypertensiver Medikation im Rahmen der Erndhrungs-
intervention. Wurde die Intervention von den Therapeutlnnen jedoch durchgefiihrt und von gut
geschultem Personal begleitet, so konnten zu Beginn bestehende Bedenken ausgeraumt werden
und wurde die Intervention von den Therapeutlnnen nach Abschluss als dufderst dienlich fiir die
Therapie des T2DM eingeschatzt [102].

In der Zusammenschau zeigt dies, dass vor Therapiebeginn bei allen Involvierten Bedenken
bestehen. Obwohl diese ausgerdumt werden kdnnen und sich im Nachhinein oft als unbegriindet
herausstellen, ist die Erndhrungsintervention zur Diabetesremission kein Selbstldufer. Sie
erfordert im Gegenteil kontinuierliche Unterstiitzung auf beiden Seiten und ist fiir
Empfangerlnnen mit einem hohen Mafd an Disziplin und Durchhaltevermodgen verbunden. Es
ware daher fatal, Menschen die Therapie anzugedeihen, die von ihr nicht profitieren oder sogar
Schaden nehmen wiirden. Unsere Antwort auf diese Frage bestand in dem Versuch der
Identifikation von Faktoren, die den Erfolg oder Misserfolg der Therapie bereits zu Beginn
derselben diskriminieren konnten. Anhand der drei im Ergebnisteil vorgestellten multiplen
linearen Modelle konnten wir Faktoren herausarbeiten, die einen Therapieerfolg wahr-
scheinlicher bzw. unwahrscheinlicher machen. Keiner dieser Faktoren erwies sich als geeignet,
Grundlage fiir die Entscheidung gegen einen Therapieversuch mittels hypokalorischer Diit zu
sein. Dies ist insbesondere unter Beachtung der Vorteile einer sich zwar verbesserten, jedoch
weiterhin tiber dem Cutoff der Diabetesdefinition befindlichen Glucosekontrolle und der dras-
tischen Verbesserungen sonstiger klinischer Parameter der StudienteilnehmerInnen der Fall.

Bezliglich der Kontrolle des Glucosestoffwechsels als wesentlicher Marker der Diabetes-
erkrankung (Abbildungen 12, 13) ergaben sich die Glucosewerte zu Therapiebeginn als weg-
weisend fur die Werte nach Abschluss der Therapie. Dies ist nicht verwunderlich und zeigt, dass
sich die Verbesserung der Stoffwechselsituation (Tabelle 5) durch die Intervention relativ zu den
Ausgangswerten der Teilnehmenden einstellt.

Interessant ist die Betrachtung der Dauer seit Erkrankungsbeginn auf die Zielvariablen des
Glucosestoffwechsels sowie der Insulinsensitivitit (Abbildungen 12-14). So zeigte sich eine
geringere Erkrankungsdauer als forderlich fiir das Erreichen einer besseren Glucosekontrolle, im
Trend bezogen auf die AUC der Glucoseantwort auf den MTT und signifikant bezogen auf die
Niichternglucose zu V3. Nicht abbilden lief3 sich dieser Zusammenhang in Bezug auf die Insulin-
sensitivitat, dargestellt durch den PREDIM-Index. Diese Ergebnisse sind kohdrent mit fritheren
Beobachtungen, die eine erhohte Chance auf das Erreichen der Diabetesremission in einer
Kohorte mit niedrigerer Diabetesdauer zeigten. Die Insulinsensitivitat wurde in dieser Studie
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nicht erhoben [23]. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich die Insulinsensitivitat im
Gegensatz zur Glucosehomdostase unabhangig von der Erkrankungsdauer verbessert und stellen
somit ein weiteres Argument fiir den Nutzen der Erndhrungsintervention auch fiir Menschen mit
bereits langer bestehender Diabeteserkrankung dar.

Eine frithere Arbeit konnte den Gewichtsverlust unabhidngig vom BMI als starksten Pradiktor
fiir die Diabetesremission nach 12 Monaten identifizieren [30]. Zwar liegt der Endpunkt in
unseren Analysen bereits nach 3 Monaten, jedoch finden wir die Ergebnisse trotz der
unterschiedlich gewdhlten Zeitpunkte in unseren Analysen bestatigt. So stellte sich der
Gewichtsverlust nach einer Woche als signifikanter Pradiktor fiir das Erreichen einer niedrigeren
Niichternglucose und einer verbesserten Insulinsensitivitit heraus (Abbildung 12 und 12).
Bezogen auf die AUC der Glucsoseantwort im MTT war der Einfluss des Gewichtsverlustes nach
einer Woche zwar nicht signifikant, ein Trend in die Richtung einer verbesserten Kontrolle bei
vermehrter Gewichtsabnahme war dennoch klar erkennbar (Abbildung 13). Der BMI zu Therapie-
beginn erwies sich im Hinblick auf die Verbesserung des Glucosestoffwechsels als irrelevant
(Abbildung 12 und 11). Im Gegensatz dazu hatte der BMI zu Therapiebeginn einen leicht
negativen Effekt auf die Verbesserung der Insulinsensitivitat (Abbildung 14), was moéglicherweise
durch die potentiell starker vorliegende und durch Lipotoxizitdt vermittelte Insulinresistenz bei
erhohten BMI zu erklaren ist [35].

Ebenfalls mit vorigen Untersuchungen im Einklang stehend ist unsere Erkenntnis, dass das
Geschlecht der StudienteilnehmerInnen keinen Effekt auf die Verbesserung des Glucose-
stoffwechsels oder die Insulinsensitivitat hat (Abbildung 12-12) [30].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir keine Faktoren ermitteln konnten, die einem
Therapieversuch mittels Erndhrungsintervention generell entgegenstinden. Dies ist als positives
Zeichen fiir Menschen mit durch Adipositas bedingten T2DM zu werten, da die Therapie nach
unseren Analysen fiir fast alle dieser Menschen - trotz ihrer individuellen Unterschiede - infrage
kommt. Einen Ausblick auf mogliche durch die Therapie erreichbare Glucosewerte konnen die
Ausgangswerte des jeweiligen Parameters geben. Stirkere Verbesserungen im Glucose-
stoffwechsel scheinen bei kiirzerer Erkrankungsdauer wahrscheinlicher, wobei dagegenzuhalten
ist, dass auch schwachere Verbesserungen als positiv zu werten sind. Bereits eine Woche nach
Therapiebeginn kann der erreichte Gewichtsverlust Hinweise dazu geben, wie stark sich Glucose-
stoffwechsel und Insulinsensitivitdt nach drei Monaten verbessern werden.

Stimulationsassays

Durch die Bestimmung von Cytokin- und Chemokinkonzentrationen nach in vitro Stimulation von
Zellen des angeborenen Immunsystems im Vollblut kénnen Riickschliisse auf die Responsibilitat
dieser Zellen geschlossen werden. Nicht zuletzt um Gewebeschidigungen zu vermeiden, ist das
Antwortverhalten von Zellen des angeborenen Immunsystems auf einen potentiell pathogenen
Stimulus nicht statisch, sondern unterliegt einer dynamischen Anpassung an die im jeweiligen
Gewebe vorherrschenden Bedingungen. Diese Anpassung ist streng reguliert, beispielsweise iiber
die Hemmung oder Aktivierung von Bestandteilen der Rezeptorkaskaden von TLRs, welche durch
Cytokine oder TLR-Liganden im Sinne eines negativen Feedbacks induziert werden [103]. Eine
andere Moglichkeit der Regulation ist die epigenetische Modifikation von Promotor- und
Enhancerregionen fiir Zielgene der TLRs, wodurch diese der Transkription zugénglicher oder
weniger zuganglich werden und TLR-Zielgene wie proinflammatorische Cytokine starker oder
weniger stark transkribiert und folglich sezerniert werden [104, 105]. Solche epigenetischen
Modifikationen bilden eine der Grundlagen des bereits erwdhnten Phidnomens ,Trained
Immunity“ [64].
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Wir haben Zellen des angeborenen Immunsystems mit diversen TLR-Liganden in vitro
stimuliert und die Konzentrationen verschiedener Cyto- und Chemokine nach Stimulation
gemessen. Die Zellen wurden umgehend nach Blutentnahme mit der entsprechenden
Konzentration des jeweiligen Stimulus bei 37 °C fiir 6 Stunden inkubiert. Der Versuchsaufbau ist
darauf optimiert, moglichst wenige Arbeitsschritte zu beinhalten, um mogliche Stérfaktoren zu
minimieren. Dies hat jedoch zum Nachteil, dass es nicht moéglich ist zu differenzieren, welcher
Immunzellpopulation des angeborenen Immunsystems die Cytokindnderungen im Serum
zuzuschreiben sind. Wahrend wir uns in anderen Analysen - wie der RNA-Sequenzierung - auf die
Population der Monozyten fokussiert haben, muss bei der Interpretation der Ergebnisse der
Stimulationsassays der Einfluss anderer Zelltypen mit beachtet werden. Hier sind insbesondere
Granulozyten zu nennen, welche 35-80 % der Gesamtleukozytenpopulation im Blut ausmachen
[38].

Global betrachtet lieféen sich in unseren Analysen die stiarksten Cytokinantworten nach
Stimulation mit LPS und R848 beobachten. Beide Stimuli sind als starke Induktoren des
angeborenen Immunsystems bekannt. Sie vermitteln ihre Effekte iber den membranstindigen
TLR-4 (LPS) oder die intrazellularen TLR-7/8 (R848) [106, 107]. Der Stimulus R837 vermittelt
seine Effekte iiber TLR-7, nicht jedoch TLR-8 [108]. Dies konnte ein Grund fiir die deutlich
schwicher ausfallende Anderung der Cytokinkonzentration (Abbildung 15b) von R837 im
Vergleich zu R848 sein.

Die Cytokinkonzentrationen nach Stimulation mit PGN und cAMP waren im Vergleich zur
Negativkontrolle unverandert. In einer Studie fielen die Cytokinkonzentrationen nach Stimulation
von Monozyten mit einem TLR-2 Induktor, wie PGN es ist, im direkten Vergleich geringer aus als
die Cytokinkonzentrationen nach Stimulation der TLR-4, -7 und -8 [60, 109]. Dies kénnte die nach
Stimulation mit PGN ausgebliebenen Anderungen der Cytokinkonzentrationen im Vergleich zur
Negativkontrolle erklaren und dhnlich auch fiir den Stimulus cAMP zutreffen, welcher seine
Effekte iiber den STING-Rezeptor vermittelt [110].

Das hauptsachlich durch Monozyten und Makrophagen sekretierte IL-1p steht in enger
Verbindung mit der Entgleisung des Glucosestoffwechsels beim T2DM [52, 53, 66-68]. Fiir die
Sekretion von IL-1f ist ein zweischrittiger Prozess notwendig. Dieser besteht erstens aus der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,Nuclear Factor Kappa B“ (NF-kB) und zweitens aus der
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Beispielsweise kann NF-kB durch einen TLR-Agonisten
aktiviert werden. NF-kB bewirkt unter anderem die Expression der Gene des NLRP3-
Inflammasoms und des Propeptids von IL-1f (Pro-IL-1f3), womit die Grundlage fiir die spatere
Aktivierung gelegt ist. Dieser Schritt wird , Priming“ genannt. Nach dem Priming kann das NLRP3-
Inflammasom iiber verschiedene Wege aktiviert werden (Zweiter Schritt: , Trigger-Stimulus®). Die
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms miindet in der Rekrutierung und Aktivierung der Pro-
Caspase-1 liber das Adaptorprotein ASC. Aktive Caspase-1 kann dann pro-IL-1 und pro-IL-18 in
ihre biologisch aktive Formen spalten [111]. Beispiele fiir solche Trigger im Kontext
metabolischer Erkrankungen sind Palmitinsdure, Ceramide oder Glucose [62, 65-67]. Fasten
hingegen fiihrte bei adipésen ProbandInnen mit T2DM zu einer verminderten Expression des
NLRP3-Inflammasoms und IL-1f [68]. Es konnte auflerdem gezeigt werden, dass das NLRP3-
Inflammasom durch den wahrend des Fastens freigesetzten Ketonkdrper B-Hydroxybutyrat
inhibiert wird [69]. Wir haben deshalb ein besonderes Augenmerk auf die Cytokine IL-13 und IL-
18 in unseren Stimulationsassays gelegt. Nach Stimulation mit den sich in unserem Kontext als
relevant erweisenden Stimuli (LPS, R848, R837) zeigte sich IL-18 zu allen drei Zeitpunkten
unverdndert sowohl in der absoluten Konzentration wie in der zur Negativkontrolle relativen
Konzentrationsanderung. Die Konzentrationsdnderungen im Vergleich zur Negativkontrolle von
IL-1B hingegen zeigten sich nach Stimulation mit LPS und R848 zu allen drei Zeitpunkten
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signifikant erhoht (Abbildung 15, Tabelle 6). Dieser Unterschied der beiden Cytokine konnte
dadurch bedingt sein, dass zwar die Propeptide von IL-13 und IL-18 iiber die gleiche Endstrecke
des NLRP3-Inflammasoms aktiviert werden, Pro-IL-13 jedoch im Gegensatz zu Pro-IL-18
ebenfalls tiber den ,Priming-Stimulus* fiir das NLRP3-Inflammasom transkribiert wird und somit
bereits frither mit dem NLRP3-Inflammasom synchronisiertist [111].

Die Dynamik der Konzentrationsdnderungen von IL-1f Uber die drei Zeitpunkte V1-V3 nach
Stimulation mit LPS und R848 war nicht signifikant unterschiedlich, jedoch zeigte sich jeweils der
Zeitpunkt V2 erhoht gegeniiber V1 und V3 (Abbildung 15b). Diese Ergebnisse stehen fritheren
Beobachtungen entgegen, die eine Konzentrationsabnahme von IL-18 durch Fasten beschrieben
[68, 69]. Nur eine der beiden Studien wurde an adip6sen Menschen mit T2DM durchgefiihrt, die
eine Diitintervention erhielten [68]. Diese bestand in einer nicht ndher beschriebene
Kalorienrestriktion + Aktivitatssteigerung tiber den Zeitraum von einem Jahr [68]. Die Ergebnisse
der zweiten Studie stiitzen sich auf die Beobachtung isolierter humaner Monozyten, welche ex-
vivo mit B-Hydroxybutyrat inkubiert und so behandelt eine verringerte IL-1f3 Sekretion nach
Stimulation mit LPS aufwiesen [69]. Mutmafilich sind diese Unterschiede im Studienaufbau an
den von unseren Ergebnissen abweichenden Resultaten beteiligt.

Flir die Dynamik der Cytokinanderungen von IL-1 (sowie auch MIP-1f) im Hinblick auf den
Messzeitpunkt V2 gibt es zwei Erklarungsansatze, die vermutlich beide einen Teil der Antwort
bilden. Erstens ist die akute Erndhrungsumstellung fiir die StudienteilnehmerInnen nicht nur mit
metabolischen, sondern auch mit psychischem Stress verbunden, welcher sich auf die
Responsibilitdt von Immunzellen auswirken kann. Dieser durch Adaptationsprozesse an die neue
Diat bedingte Stref3 ist aufgrund der zeitlichen Assoziation im Zeitpunkt V2 stark abgebildet und
hat einen mutmafilich geringeren Einfluss auf den Messzeitpunkt V3. In einer kiirzlich
verdffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass ex-vivo mit Noradrenalin behandelte
Monozyten 6 Tage nach der Exposition eine verstarkte Cytokinantwort auf Stimulation mit LPS
aufwiesen [112]. Noradrenalin ist ein wichtiger Transmitter des sympathischen Nervensystems,
welches vom Organismus unter anderem fiir die Vermittlung von Antworten auf Stressoren
genutzt wird [113]. Diese Ergebnisse sind sicherlich nicht eins zu eins auf die in situ Situation
wahrend der akuten Erndhrungsumstellung zu iibertragen, sie zeigen jedoch die klare Verbindung
von akutem psychischen Stress und Zellen des angeborenen Immunsystems.

Ein zweiter Erkldrungsansatz liegt in freien Fettsduren, welche im Rahmen der katabolen
Stoffwechselsituation aus dem Fettgewebe mobilisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass
freie Fettsduren liber das Adaptorprotein ,FetA“ direkt TLR-4 stimulieren konnen [114, 115].
Auch das NLRP3-Inflammasom kann durch freie Fettsduren, insbesondere Palmitinsaure,
aktiviert werden [62, 116]. Durch die Stoffwechselumstellung ist die Konzentration freier
Fettsduren innerhalb der ersten Interventionswoche hoher als zum Zeitpunkt V3 zum Ende der
Intervention. Dies wird gestiitzt durch die vergleichbare Dynamik der Enzyme ALT und AST,
welche ebenfalls zum Zeitpunkt V2 erhohte Werte aufweisen gefolgt von unter das
Ausgangsniveau fallenden Werten zu V3 (Abbildung 7). Mutmafilich reflektiert dies den
Leberzellstref3 bei der Mobilisierung hepatischer Fettspeicher sowie der allgemeinen Umstellung
des Hauptenergietragers von Glucose (Glykolyse) zu Fettsauren (3-Oxidation).

MIP-1f ist ein mit Monozyten- und Makrophagenmigration assoziiertes Chemokin der Familie
der CC-Chemokine, welches von Monozyten und Granulozyten sezerniert wird und weitere
Immunzellen anzieht [38, 117]. Die Konzentration des Chemokins MIP-13 war nach Stimulation
mit LPS, R848 und R837 zu allen drei Zeitpunkten im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant
erhoht und folgte der schon beim IL-1B beschriebenen Dynamik mit einer maximalen
Konzentrationsanderung zum Zeitpunkt V2. MIP-13 wurde unseres Wissens nach bisher nicht im
Kontext von T2DM oder Fasten untersucht. Vermutlich spiegeln die Anderungen von MIP-1f eine
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verstarkte Alarmbereitschaft des angeborenen Immunsystems wieder, um im Falle der Detektion
von Pathogenen schnell weitere Monozyten und Makrophagen rekrutieren zu kénnen. Dies
scheint auch vor dem Hintergrund der starken Stoffwechselveranderungen und der diskutierten
Freisetzung freier Fettsduren plausibel. In weiteren an die Studie angelehnten Versuchen sollte
der Einfluss freier Fettsduren auf die Freisetzung von Chemokinen wie MIP-1$ genauer
untersucht werden.

Die Konzentrationsdnderungen im Vergleich zur Negativkontrolle des Cytokins TNF-a nach
Stimulation mit LPS fielen mit Fortschreiten der Intervention geringer aus. Auch nach Stimulation
mit R848 lag die Konzentrationsdnderung von TNF-a zu V2 und V3 unter der von V1 (Abbildung
15b). Diese Ergebnisse sind kongruent mit den Ergebnissen einer Studie, die die Korrelation von
TNF-a im Serum mit dem BMI und HOMA-IR zeigte [118]. BMI und HOMA-IR zeigen in unseren
Analysen eine analoge Dynamik den genannten Konzentrationsinderungen von TNF-«
(Abbildung 7 und 10).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die von uns untersuchten Zellen des angeborenen
Immunsystems iiber die drei Messzeitpunkte hinweg zwar Veranderungen in ihrer Responsivitat
zeigten, diese sich jedoch im Zeitverlauf nicht als signifikant erwiesen. Die Veranderungen sind
deshalb zu vernachldssigen, was insbesondere im Hinblick auf die sonstigen massiven
Stoffwechselveranderungen wihrend der Erndhrungsintervention bemerkenswert ist. Wie die
gemessenen Cytokinkonzentrationen im Hinblick auf eine gesunde Vergleichspopulation einzu-
ordnen sind, ldsst sich aufgrund der im Studiendesign nicht vorgesehenen Vergleichsgruppe
momentan nicht beantworten. In einer nadchsten Studie wire es interessant, eine solche
Vergleichsgruppe heranzuziehen.

Des Weiteren ist zu sagen, dass die Versuchsreihen mit den Stimuli LPS, R848 und R837 gute
Ergebnisse zeigten, wohingegen sich die Reihen mit den Stimuli PGN und cAMP nicht von der
Negativkontrolle unterschieden. Unseren Ergebnissen zufolge konnte in Zukunft auf die
Verwendung der beiden letzteren Stimuli verzichtet werden.

Immunzellphdnotypisierung

Monozyten und Makrophagen sind Schliisselzellen in der Pathogenese des T2DM und seiner
Begleiterkrankungen wie der Arteriosklerose [119]. Das Blut von PatientIlnnen mit T2DM enthalt
mehr Monozyten und insbesondere mehr proinflammatorische, alternativ aktivierte Monozyten
(CD14- CD16*) als das Blut gesunder Kontrollen [120, 121]. Interessanterweise zeigten sich
alternativ aktivierte Monozyten (CD14- CD16*) besonders empfanglich fiir Verdnderungen in
Erndhrungsgewohnheiten. So fiel der relative Anteil dieser Subpopulation signifikant im Blut
gesunder Probandlnnen in Antwort auf eine 19-stlindige Fastenperiode [122]. In einer
Mausstudie war sowohl die Anzahl an Monozyten im Blut, als auch die Expression des proinflam-
matorischen Aktivierungsmarkers CD86 grofder in Mausen, die eine hochkalorische und fettreiche
Erndhrung erhielten im Vergleich zu Artgenossen, welche auf normaler Didt gehalten wurden
[60].

Wir wollten deshalb wissen, wie sich Monozyten, deren Subpopulationen und Aktivierungs-
grade im Rahmen der Erndhrungsintervention zur Diabetesremission verhalten. Um einen
globalen Blick auf die Verdnderungen von Zellen des Inmunsystems wahrend der Intervention zu
erhalten, haben wir den zeitlichen Verlauf der grof3en Immunzellpopulationen, T-Zellen, B-Zellen
und Granulozyten ebenfalls aufgezeichnet. Wir haben zu diesem Zweck zwei FACS-Panels
(Lineage- und Monozytenpanel; Siehe Methodenteil) aufgesetzt, mit denen wir die Immunzellen
phénotypisieren und anhand der Expression von Aktivierungsmarkern ihren Aktivierungsgrad
bestimmen konnten.

65



Entgegen der beschriebenen Erwartungen, zeigte keine der von uns untersuchten
Immunzellpopulationen einen Unterschied im relativen Anteil der Gesamtleukozyten iiber die
drei Zeitpunkte V1-V3 (Abbildungen 15-19). Auch die relative Expression der Aktivierungs-
marker CD80, CD86 und HLA-DR, -DP, -DQ auf Monozyten zeigte keine Verdnderung tiber die Zeit
(Abbildungen 20, 21). Betrachtet in absoluten Zahlen sank die Menge der Leukozyten im Blut
signifikant vom Zeitpunkt V1 zum Zeitpunkt V3 (Abbildung 6). Diese Veranderung hatte in
unserer Studie offenbar keinen Einfluss auf die relative Zusammensetzung der einzelnen
Immunzellpopulationen und ihres Aktivierungsgrades im Blut.

Bemerkenswerterweise machte die Population der intermedidren Monozyten in unseren
Untersuchungen einen im Zeitverlauf konstanten Anteil von iiber 40% der Gesamtmonozyten aus,
entgegen den erwarteten 10% fiir diese Population (Abbildung 20) [47]. Die biologische Rolle
intermedidrer Monozyten ist Gegenstand aktueller Debatten, vermutlich aber bilden sie zum Teil
diejenigen Monozyten ab, die sich im Prozess der Differenzierung von patrouillierenden, klassisch
aktivierten hin zu proinflammatorischen, alternativ aktivierten Monozyten in einem
Ubergangsstadium befinden [123]. Diesem Konzept zufolge hielten die Monozyten in unseren
Untersuchungen ein starker proinflammatorisches Profil inne, als es durch die alleinige Betrach-
tung der maximal polarisierten alternativen und klassischen Monozyten suggeriert wird. Die
Betrachtung einer gesunden Kontrollgruppe ware diesbeziiglich interessant.

Die starke Reprasentation intermedidrer Monozyten konnte jedoch auch einen Artefakt
wiederspiegeln, bedingt durch die Arbeit an per Dichtegradient isolierten PBMCs (siehe
Methodenteil). So wurde gezeigt, dass sich bestimmte Immunzellpopulationen in FACS-Unter-
suchungen unterschiedlich darstellen, je nachdem ob die Analysen an Vollblut oder aufgereinigten
PBMCs stattfanden [124]. Die Methode der PBMC-Aufbereitung ist jedoch gut etabliert und wird
weitrdumig fiir die FACS-Untersuchungen von Immunzellen angewandt, was diese Theorie
weniger wahrscheinlich macht.

RNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von RNA aus isolierten Monozyten der StudienteilnehmerInnen mittels
,3'mRNA-Seq"” erlaubte unvoreingenommene Analysen der globalen
Genexpressionsveranderungen im Zuge der Diabetesremission. Im Gegensatz zur gezielten
Untersuchung spezifischer, bereits im Vorfeld definierter Gene konnten wir uns durch diese
Methode dem Datensatz explorativ ndhern. Wir konnten unsere Analyse auf diejenigen Gene
fokussieren, die aufgrund ihrer veranderten Expression auffielen und so den statistischen
»selection bias“ ausraumen.

Mit Hilfe der RNA-Analysen konnten wir die Frage beantworten, ob sich Verdnderungen auf
funktioneller Ebene von Zellen des angeborenen Immunsystems (Stimulationsassays) auch auf
Ebene der Genexpression wiederspiegeln, was auf eine tiefere Umprogrammierung dieser Zellen
hindeuten wiirde. Eine Studie fand die Genexpression der Chemokinrezeptoren Chemokin-C-C-
motif-Rezeptor (CCR)-1, -2, -3 sowie der TLR-2 und -4 in Monozyten adip6ser Patientinnen mit
T2DM nach Durchfiihrung einer zweiwdéchigen, hypokalorischen Diat (600 kcal/Tag) signifikant
herabreguliert [125]. Dem entgegenstehend konnte eine andere Studie keine relevanten
Unterschiede in der Genexpression von Monozyten im Blut adipdser PatientInnen nach
bariatrischer Chirurgie iber einen Zeitverlauf von 2 Jahren nach der Operation finden. Starke
Veranderungen der Genexpression in Richtung einer reduzierten Inflammation wurden in dieser
Studie jedoch in Adipozyten aus subkutanen Fettgewebe gefunden [126]. Diese Ergebnisse
deuten auf das Fettgewebe als zentralen Ort der metabolischen Inflammation und stehen im
Einklang mit unserer Erkenntnis, kein sinnvolles Clustering in der Genexpression von
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Monozyten des peripheren Blutes tliber den Zeitverlauf der Erndhrungsintervention vornehmen
zu kénnen (Abbildung 24).

Als signifikant und relevant verandert zeigten sich in unserer Studie die beiden Gene ,LTF“ und
»+RMD1“ Die Expression dieser beiden Gene war herabreguliert und wurde im Vergleich der
Zeitpunkte V1 und V2 beobachtet. Fiir ,LTF“ war die Herabregulierung zwischen den
Zeitpunkten V1 und V3 ebenfalls signifikant und relevant (Abbildung 23 A und C).

,LTF“kodiert fiir das von mononukledren Zellen sezernierte 80 kDA schwere Glycoprotein
Lactoferrin, welches freies Eisen bindet und antiinflammatorische sowie immunmodulatorische
Funktionen innehélt [127]. ,,RMD1“ ist ein ubiquitar exprimiertes Gen, dessen Genprodukt
vermutlich an der Verbindung von Mikrotubuli und Chromosomen wahrend der Mitose beteiligt
ist [128].

Das Gen ,LTF*, erwies sich in unseren Analysen als im Hinblick der metabolischen
Inflammation interessanter Kandidat. Lactoferrin werden immunmodulatorische Eigenschaften
zugeschrieben, welche eine proinflammatorische wie antiiflammatorische Komponente
beinhalten. So konnte gezeigt werden, dass Lactoferrin iiber eine Kohlenhydratkette TLR-4 und
so den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren kann, was zu einer der LPS-Stimulation dhnlichen
Immunantwort fiihrt [129]. Gleichzeitig ist Lactoferrin dazu in der Lage, LPS-Response Cytokine
wie TNF-q, IL-1f3 oder IL-6 herabzuregulieren, mutmafilich iiber eine Polypeptidstruktur des
Molekiils [129, 130]. Der Wegfall dieser immunsupprimierenden Komponente von Lactofferin
kénnte den von uns in mehreren Stimulationsassays beobachteten Anstieg in der Anderung der
Cytokinsekretion zum Zeitpunkt V2 erklaren (beispielsweise IL-1 nach Stimulation mit LPS;
Abbildung 15b). Um dies mit grofierer Sicherheit sagen zu kdnnen, miisste jedoch die
Konzentration von Lactofferin im Serum bestimmt werden, welche nicht notwendigerweise mit
der Genexpression in Monozyten libereinstimmt.

Generell konnten wir kaum Verdnderungen in der Genexpression von peripheren Monozyten
wahrend der Diabetesremission beobachten. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen
unserer funktionellen Stimulationsassays und der Immunzellphanotypisierung (FACS-
Messungen) und es entsteht der Eindruck, tiefgreifende immunologische Verdnderungen seien
an anderer Stelle als dem peripheren Blut zu suchen. Als aussichtsreicher Kandidat hierfiir
prasentiert sich das subkutane Fettgewebe mit seinen gewebsstdndigen Makrophagen. Dieses
Gewebe ware per Biopsie einfacher zu erreichen als beispielsweise Pankreasgewebe und ist
durch die Mobilisierung von Fettsduren, endokriner Eigenschaften von Adipozyten und den bei
Adipositas proinflammatorisch differenzierten geweberesidenten Makrophagen ein zentraler
Schauplatz der Orchestrierung von sowohl Gewichtsverlust als auch lokaler Inflammation [42,
56].

Limitationen

Die FAIR-Studie fand unter der Primdarversorgung dhnlichen Bedingungen statt. Bei Bedarf
konnten die ProbandInnen die Studienambulanz unabhéngig der Studienvisiten besuchen und
tiber regelmafdige Telefonanrufe wurde sichergestellt, dass der Kontakt zu den Teilnehmerlnnen
nicht abbrach. Moglicherweise bestehende Probleme waren so direkt adressierbar. Nichts-
destotrotz konnen wir durch das Studiendesign nicht mit letzter Gewissheit garantieren, dass sich
die Studienteilnehmerlnnen zu jeder Zeit an die Erndhrungsvorgaben gehalten haben. Unsere
Ergebnisse beschreiben die drastischen Veranderungen von Stoffwechsel und Anthropometrie
der StudienteilnehmerInnen, was auf eine gute Therapieadhdrenz von Seiten der Empfangerinnen
hindeutet. Dass unsere Ergebnisse trotz der nicht auszuschliefienden Protokollverletzungen
seitens der Studienteilnehmerlnnen einen eindeutigen Nutzen fiir Interventionsempfangerlnnen
darlegen ist als starker Hinweis dafiir zu deuten, dass die Diabetesremission durch
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hypokalorische Erndhrungsintervention eine aufierhalb des Studiensettings durchfiihrbare
Therapieoption darstellt.

Eine gesunde Kontrollgruppe hatte den Analysen zu einer grofieren Trennschéarfe verholfen,
weshalb das Fehlen dieser eine Limitation der Arbeit darstellt. In der Studienplanung wurde sich
aufgrund der in der Literatur beschriebenen, starken Veranderungen insbesondere der inflam-
matorischen Parameter durch Fasten bewusst gegen eine gesunde Kontrollgruppe entschieden.
Die Interventionsgruppe konnte so grofder gefasst werden, wodurch die statistischen
Berechnungen tiber den Zeitverlauf belastbarer wurden. Viele der durch Erndhrungs-
gewohnheiten getriebenen immunologischen Prozesse sind bislang primdr im Tiermodell
beschrieben und zeigen dort starke Verdnderungen. Vermutlich ist es auch dem Transfer vom
Tiermodell zur klinischen Studie geschuldet, dass einige Veranderungen schwéacher als erwartet
ausfielen und mutmafilich durch den Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe besser
einzuordnen gewesen waren.

Eine weitere Limitation stellt die vergleichsweise grofde Heterogenitit der Studienpopulation
und das nicht ganzliche Erfiillen der Matching-Strategie dar (Abbildung 5, Tabelle 4). So konnten
keine ProbandInnen jiinger 50 Jahre mit einem BMI <30 kg/m?2 bei vorliegenden T2DM rekrutiert
werden. Vermutlich ist dies zum Teil dadurch zu erklaren, dass bei Personen mit dieser Alters-
und BMI-Konstellation haufig ein schwerer Insulinmangel-Diabetes (severe insulin-deficient
diabetes (SIDD)) nach Ahlqvist et al. vorliegt [131]. PatientIlnnen mit SIDD bediirfen oft friih im
Krankheitsverlauf einer Insulintherapie und wéaren somit ab diesem Zeitpunkt per
Ausschlusskriterium nicht fiir die Studienteilnahme qualifiziert.

In unserer Studie leicht {iberreprasentiert war die Gruppe der Manner 250 Jahren mit einem
BMI = 30 kg/m2. Die Studienergebnisse beschreiben daher die Verhaltnisse innerhalb dieser
Gruppe besonders gut. Um den Unterschied zwischen den Erkrankungsdauern >8 Jahren und <4
Jahren besser herausarbeiten zu konnen, ware eine gleichere Verteilung tiber die beiden Gruppen
hilfreich gewesen.

Etwaige Messfehler stellen eine Limitation der vorliegenden Arbeit dar. Um diese moglichst zu
verhindern wurden alle Schritte der Datenerhebung per Protokoll standardisiert und die Daten
nach Erhebung auf ihre Plausibilitit gepriift. Des Weiteren wurde die Primardatenbank nach
Dateneingabe und -liberpriifung gesperrt und die Analysen ausschliefilich an entsprechenden
Kopien der Primardatenbank durchgefiihrt.

Naturgemafd kann dennoch nicht ganzlich ausgeschlossen werden, dass Fehler bei einzelnen
Messungen oder Ubertragungen unterliefen und diese trotz Kontrollen Eingang in die Analysen
fanden. Dariiber hinaus miissen verfahrensbedingte Messvarianzen sowie physiologische
Schwankungen einzelner Parameter bei der Dateninterpretation beriicksichtig werden. Alle
Ergebnisse sind aus diesem Grund mit von der Genauigkeit des jeweiligen Messverfahrens
abhangigen Standardabweichung angegeben. Um den Einfluss tageszeitlicher Schwankungen von
Parametern wie Stoffwechselhormonen oder dem Gewicht zu minimieren, begannen die Visiten
stets zwischen 7:00-9:00 Uhr morgens unter Beibehaltung einer definierten Reihenfolge der
einzelnen Messungen. Mdoglicherweise ist es dennoch zu Abweichungen einzelner Parametern
durch weitere Einflussfaktoren gekommen, beispielsweise ist eine Verzerrung des in dieser Arbeit
zentralen Parameters der Niichternglucose durch individuellen Stress der Studienteilneh-
merlnnen denkbar [132].

Durch die von uns eingesetzten Messmethoden konnte die in der Pathophysiologie der
Diabetesremission bedeutsame Abnahme der Leberverfettung nur anhand von
Surrogatparametern eingeschiatzt werden, was die Aussagekraft dieser Veranderungen
beschriankt. Uber den Verlust hepatischen Fettes bei Gewichtsabnahmen in Gréfenordnungen,
wie sie in unserem Kollektiv zu beobachten waren, besteht jedoch Konsens [133-135]. Dies
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spiegelt sich auch in den von uns erhobenen Surrogatparametern des Leberfettgehaltes wieder.
Wir haben deshalb auf eine genaue Bestimmung des Leberfettgehaltes mittels Magnetresonanz-
spektroskopie verzichtet. Belastbarer waren Ergebnisse dieser Messmethode jedoch zweifels-
ohne.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass sich im Verlauf der Studie einige Heraus-forderungen
herausstellt haben, denen jedoch im iiberwiegenden Teil addquat begegnet werden konnte. Durch
detaillierte Ausarbeitung und strikte Einhaltung des Studienprotokolls konnte ein hoher
Qualitatsstandard gewahrleistet werden. Messvarianzen wurden bei der Datenanalyse anerkannt
und fanden Einfluss in die Interpretation der Ergebnisse. Um Fragen zu Verdnderungen
bestimmter immunologischer Parameter im Vergleich zu gesunden Kontrollen besser einordnen
zu konnen bedarf es einer Folgestudie unter Hinzuziehung einer entsprechenden Gruppe.

Als besonders wertvoll bei der Durchfiihrung der Studie hat sich das interdisziplinire Arbeiten
durch die Zusammenfiihrung der Kompetenzen der Klinik fiir Endokrinologie und
Stoffwechselmedizin der Charité - Universititsmedizin Berlin, des Institutes fiir angeborene
Immunitdt der Universitit Bonn und der ,Core Unit for Bioinformatics Data Analysis“ der
Universtitdt Bonn hervorgetan.

Konklusion und offene Fragen

Die Zusammenschau unserer Ergebnisse zeigt die Durchfiihrbarkeit, Sicherheit und Effektivitat
der Diabetesremission durch hypokalorische Erndhrungsintervention mittels Formuladidt. Wir
konnten zeigen, dass es sich hierbei um ein realistisches Konzept zur kurativen Therapie des
durch Adipositas bedingten T2DM handelt. Neben vorteilhaften Verdnderungen von Parametern
der Diabeteserkrankung rief die Intervention starke Veranderungen weiterer Parameter wie dem
Blutdruck, dem Serumlipidprofil oder Entziindungsparametern wie der Leukozytenzahl hervor.

Unsere primédre Hypothese, die Diabetesremission sei durch hypokalorische Erndhrungsinter-
vention moglich und abhangig von der Bestehensdauer der Erkrankung, bestatigte sich. 85 % der
Studienteilnehmerlnnen erreichten die Diabetesremission nach Abschluss der Ernahrungs-
intervention. Der Anteil der Gruppe Studienteilnehmerlnnen mit Erkrankungsdauer >8 Jahren an
den Non-Responder betrug 66 %, obwohl diese Gruppe in unserem Kollektiv nur etwas tiber 30
% der Gesamtpopulation ausmachte. Die OR fiir das Erreichen der Diabetesremission fiir
Teilnehmende mit Diabetesdauer >8 Jahren war erniedrigt, jedoch nicht signifikant unter
alleiniger Heranziehung der Diabetesdefinition. Signifikant wurde sie bei Betrachtung der
strengeren Definition des Pradiabetes. Dies in Zusammenschau mit dem signifikant negativen
Regressionskoeffizienten, welcher der Diabetesdauer <4 Jahre in multiplen linearen Regressions-
analysen zur Glucoseantwort auf Mahlzeitenstimulation zugewiesen wurde (Abbildung 13),
unterstreicht den Einfluss der Erkrankungsdauer auf das Rekuperationsvermogen des Glucose-
stoffwechsels.

Unsere sekundaren Hypothesen bestatigten sich zum Teil. So erwies sich die Hypothese, dass den
Erfolg der Diabetesremission voraussagende Faktoren bereits zu Beginn der Erndhrungs-
intervention erhebbar sind, als korrekt. Dies jedoch mit der Einschrankung, dass kein Faktor
identifiziert werden konnte, der stark genug ware, eine Entscheidung gegen den Therapieversuch
des durch Adipositas bedingten T2DM zu rechtfertigen. Als wichtige Parameter zur Einschatzung
des Therapieerfolges erwiesen sich die Baseline-Werte der Niichternglucose, die Erkrankungs-
dauer, sowie der Gewichtsverlust innerhalb der ersten Interventionswoche.
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Die Hypothese, dass sich die Stoffwechselverdnderungen wahrend der Diabetesremission auf
Ebene der Funktionalitat, des Phanotyps sowie der Genexpression von Zellen des angeborenen
Immunsystems wiederspiegeln, bestdtigte sich nur bedingt. So blieb die relative Anzahl der
untersuchten Immunzellpopulationen tiber die Zeit unverandert. Die in der Responsivitdt von
Zellen des angeborenen Immunsystems auf Stimulation mit bestimmten TLR-Stimuli detektierten
Veranderungen erwiesen sich als nicht signifikant. Auf Ebene der Genexpression konnte das Gen
,LTF“ als signifikant herabreguliert im Vergleich der Zeitpunkte V1-V2 und V1-V3 identifiziert
werden. Ein Clustering relevant veranderter Gene konnte nicht vorgenommen werden und somit
kein Genexpressionsprofil in Monozyten etabliert werden, welches die Stoffwechselveran-
derungen wahrend der Diabetesremission wiederspiegeln wiirde.

Hinweise fiir Veranderungen in Monozyten und Makrophagen im Rahmen von Adipositas, T2DM
und Fasten sind bereits detailliert dokumentiert (siehe Abschnitt Inmunologische Aspekte der
Pathogenese des T2DM), weshalb die Anpassung dieses Zelltyps im Rahmen der Diabetes-
remission unserer Ergebnisse zum Trotz weiterhin wahrscheinlich erscheint. Da wir keine
Veranderungen in zirkulierenden Monozyten finden konnten, wire es aussichtsreich, im Gewebe
ansassige Makrophagen nach unserem Protokoll zu untersuchen und somit den Fokus auf diese
starker differenzierten Zellen zu lenken. Denkbar wire in diesem Sinne die Isolierung und
Untersuchung von Makrophagen aus Biopsien des subkutanen Fettgewebes. Das Expressions-
verhalten des Genes ,LTF“ sollte bei diesen Untersuchungen Beachtung finden, da sich das Gen in
unseren Analysen als interessanter Kandidat fiir die Mediation einer herabgesetzten proinflam-
matorischen Orientierung von Zellen des angeborenen Immunsystems im Rahmen der Diabetes-
remission herausstellte.

Grundsatzlich bleibt im Anschluss an unsere Untersuchungen zu klaren, iiber welchen Zeitraum
die erzielten Remissionserfolge bestand haben. Bei StudienteilnehmerInnen mit einem Gewichts-
verlust von 10 kg oder mehr durch die Erndhrungsintervention im Rahmen der ,DiRECT“-Studie,
blieb der T2DM bei 64 % iiber zwei Jahre hinweg in Remission [26].

Unsere StudienteilnehmerInnen wurden nach Abschluss der Intervention strukturiert in eine
gesunde, ausgewogene Diit eingefiihrt und bleiben weiterhin an die Studienambulanz ange-
bunden. Zur Zeit sehen wir die Teilnehmenden zu den Folgevisiten nach einem halben und einem
vollen Jahr nach Interventionsabschluss. Bislang unvero6ffentlichte Analysen der Daten dieser
Visiten zeigen, dass die Diabetesremission durch hypokalorische Formuladidt auch mittelfristig
Bestand haben kann.

Mit Spannung erwarten wir die laufenden Analysen zur Rolle des Hormons Glucagon in der
Vermittlung der Diabetesremission. Bei einem Teil der Responderlnnen ist eine starke Anderung
der Glucagonantwort bei ausbleibender Anderung der Insulinantwort auf Mahlzeitenstimulation
nach der Erndahrungsintervention im Vergleich zu davor zu beobachten. Ein anderer Teil zeigte
die gegensatzliche Konstellation (Abbildung 11). Die Diabetesremission scheint daher iiber
verschiedene hormonelle Muster zu vermitteln zu sein. Glucagon wurde bislang nicht in diesem
Kontext untersucht, weshalb es hier weiterer Studien bedarf.
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